Etablierung verschiedener Modelle zur Testung der Wirkung von Zytostatika auf Tumorzellen sowie ihrer Nebenwirkungen auf die humane Plazenta by Heger, Julia
 
 
Etablierung verschiedener Modelle  
zur Testung der Wirkung von Zytostatika auf Tumorzellen  
sowie ihrer Nebenwirkungen auf die humane Plazenta. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades 
 
doctor rerum naturalium (Dr. rer. nat.) 
 
 
 
 
vorgelegt dem Rat der Medizinischen Fakultät 
der Friedrich-Schiller-Universität Jena 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
von Julia Isabell Heger 
geboren am 14.08.1986 in Hadamar, Hessen  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gutachter: 
 
Prof. Dr. med. habil. Udo Markert, Leiter des Plazenta-Labors, Klinik für Geburtsmedizin, 
Universitätsklinikum Jena  
Prof. Dr. rer. nat. Oliver Werz, Professor für pharmazeutische Chemie Friedrich- Schiller-
Universität Jena  
Prof. Emeritus Dr. Eberhard Buse, Münster 
 
 
 
Tag der öffentlichen Verteidigung: 03.09.2019 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Don´t only practice your art, 
 
but force your way into its secrets 
 
for it and knowledge can 
 
raise men to the divine. 
 
(Ludwig van Beethoven, 1770-1827) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Für meinen Vater, der immer an mich geglaubt hat, 
und 
meine Mutter, den Anker unserer Familie. 
Inhaltsverzeichnis 
4 
 
Inhaltsverzeichnis 
Inhaltsverzeichnis ..................................................................................................................... 4 
Abkürzungsverzeichnis ............................................................................................................ 6 
1. Zusammenfassung .................................................................................................. 8 
2. Einleitung .............................................................................................................. 10 
2.1 Die humane Plazenta ............................................................................................... 10 
2.1.1 Entwicklung und Anatomie der reifen Plazenta ................................................. 10 
2.1.2 Stoffaustausch und die Funktion der Plazentaschranke ..................................... 13 
2.1.3 Endokrinologie der Plazenta ............................................................................... 14 
2.1.4 Immunologische Mechanismen der Plazenta ..................................................... 15 
2.2 Rolle von ECV während der Schwangerschaft ..................................................... 17 
2.2.1 Definition und Biogenese ................................................................................... 17 
2.2.2 ECV-regulierte Prozesse während der Schwangerschaft ................................... 18 
2.2.3 Ihre Funktion in pathologischen Zuständen ....................................................... 21 
2.3 Plazentarer Transfer von Xenobiotika und Medikamenten ................................ 22 
2.3.1 Zytostatika als Testsubstanzen für plazentatoxikologische Fragestellungen ..... 24 
2.4 Tierversuchsalternative Modellansätze in der Toxikologie ................................. 26 
2.4.1 Spezies-spezifische Einflussfaktoren humanbasierter in vitro Modelle ............. 27 
2.4.2 Die humane Plazenta für toxikologische Tests .................................................. 28 
2.4.3 Potentielle Biomarker für toxikologische Aspekte ............................................. 30 
3. Ziele der Arbeit ..................................................................................................... 32 
4. Methodik ............................................................................................................... 33 
4.1 Humane Zelllinien und Zellkultur ......................................................................... 33 
4.1.1 Trophoblast-Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 ............................................... 33 
4.1.2 Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa- und SiHa ...................................................... 33 
4.2 Sphäroidmodell ........................................................................................................ 35 
4.2.1 Herstellung von Sphäroiden ............................................................................... 35 
4.2.2 Weiterkultivierung von Sphäroiden ................................................................... 35 
4.3 Plazenta-Explantate ................................................................................................. 36 
4.4 PART I – Einfluss der Artspezifität von Serumzusätzen in der Zellkultur: 
Vergleich von HS mit FBS ................................................................................... 37 
4.4.1 Zellmorphologie ................................................................................................. 37 
4.4.2 Zellvitalität (MTS-Assay) .................................................................................. 37 
4.4.3 Zellproliferation (BrdU-Assay) .......................................................................... 38 
4.4.4 Transwell-Invasionsassay ................................................................................... 38 
4.4.5 Migrationsverhalten ............................................................................................ 38 
4.4.6 Generierung und Kultivierung von Sphäroiden ................................................. 39 
4.5 PART II – Toxikologische Analysen ...................................................................... 41 
4.5.1 Inkubation mit Zytostatika ................................................................................. 41 
4.5.2 Vitalitätsanalysen ............................................................................................... 42 
4.5.3 Glukose, Laktat, LDH und Hormonmessungen in Kulturüberständen .............. 43 
4.5.4 Anfertigen von Schnittpräparaten ....................................................................... 43 
4.5.5 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung ..................................................................... 44 
4.5.6 Evaluierung morphologischer Schäden an Plazentagewebe anhand HE-gefärbter 
Schnittpräparate .................................................................................................. 44 
4.5.7 Immunhistochemie ............................................................................................. 45 
Inhaltsverzeichnis 
5 
 
4.5.8 Isolierung der Extrazellulären Vesikel (ECV) aus Kulturüberständen von 
Explantatkulturen ............................................................................................... 46 
4.5.9 Nanopartikel Tracking Analyse (NTA) .............................................................. 48 
4.6 Statistik ..................................................................................................................... 48 
5. Ergebnisse ............................................................................................................. 51 
5.1 Effekte von HS im Vergleich zu FBS in der Zellkultur ....................................... 51 
5.1.1 HS fördert die Zellvitalität und -proliferation .................................................... 51 
5.1.2 HS verstärkt Invasions-, aber nicht Migrations-Zelleigenschaften .................... 53 
5.1.3 HS stimuliert die Zellen zur Sphäroidbildung .................................................... 54 
5.1.4 HS und FBS beeinflussen Sphäroide auch nach der Bildung ............................. 56 
5.2 Plazenta-Modelle und ihre Eignung in der Toxikologie ...................................... 58 
5.2.1 Charakterisierung plazentarer Modelle .............................................................. 58 
5.2.2 Toxikologische Analysen an Plazenta-basierten Modellen ................................ 65 
5.2.2.1 Effekte auf die Zellvitalität im 2D-Modell ......................................................... 65 
5.2.2.2 Effekte auf zuvor generierte Sphäroide .............................................................. 68 
Organoidsphäroide aus HTR8/SVneo und JEG-3-Zelllinien ........................................... 69 
Tumorsphäroide aus HeLa- und SiHa-Zellen ................................................................... 74 
5.2.2.3 Effekte von Zytostatika auf Explantate aus Terminplazenten ............................ 86 
Quantitative Analyse von ECV in Überständen von Explantatkuturen ............................ 95 
6. Diskussion ........................................................................................................... 101 
7. Schlussfolgerung ................................................................................................. 113 
8. Anhang ................................................................................................................ 115 
8.1 Literatur- und Quellenverzeichnis ....................................................................... 116 
8.2 Abbildungsverzeichnis .......................................................................................... 130 
8.3 Tabellenverzeichnis ............................................................................................... 132 
8.4 Wirkmechanismen getesteter Zytostatika ........................................................... 132 
8.5 Messmethoden zur Konzentrationsbestimmung von Vitalitätsparametern und 
Hormonen in Kulturüberständen ..................................................................... 134 
8.6 Histologische Färbungen von Trophoblastsphäroiden ...................................... 136 
8.7 Curriculum Vitae ................................................................................................... 137 
8.8 Publikationsliste ..................................................................................................... 138 
8.9 Ehrenwörtliche Erklärung .................................................................................... 142 
8.10 Danksagung ............................................................................................................ 143 
 
Abkürzungsverzeichnis 
6 
 
Abkürzungsverzeichnis 
2D   zweidimensional 
3D   dreidimensional 
ABC  Avidin-Biotin Complex 
ALIX  Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X 
ATP  Adenosintriphosphat 
BCRP  Breast cancer resistant protein 
BrdU  5‘-bromo-2‘-deoxyuridine 
BSA  bovines Serumalbumin 
cPARP cleaved Poly (ADP-ribose) polymerase  
CYP Cytochrome P450 
ddH2O bidestilliertes Wasser 
DHEA Dehydroepiandrosteron 
ECM  extracellular matrix  
ECV  extracellular vesicles  
ELISA  Enzyme-Linked Immunosorbent Assay  
EGF  epidermal growth factor 
ER  Estrogenrezeptor  
ESCRT endosomal sorting complexes required for transport 
FACS  fluorescence-activated cell scanning (Durchflusszytometrie) 
FASL   first apoptosis signal ligand 
FBS  fetales Kälberserum 
GDM  Gestationsdiabetes 
hCG  humanes Choriongonadotropin 
HE  Hämatoxylin Eosin 
HIF-1  Hypoxie-induzierter Faktor-1 
HLA  humane Leukocytenantigene 
hPL  humanes Plazentalaktogen 
HPV  humane Papillomaviren   
HS  Humanserum 
IGF-1  Insulin-like growth factor-1 
IHC  Immunhistochemie 
IL  Interleukine 
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KIR  killer-cell-immunoglobulin-like-receptors 
LDH  Laktatdehydrogenase 
LH  Luteinisierendes Hormon 
MHC  Major Histocompatibility Complex 
MCTS  multicellular tumorspheroids  
MIC  MHC class I chain-related proteins 
miRNA microRNA 
MRP  Multidrug resistance-related proteins 
MSC  mesenchymale Stammzellen 
MTS [3-4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium, inner salt] (= Tetrazoliumsalz-Farbstoff) 
MVB multivesicular Bodies 
NADH Nicotinamidadenindinucleotid 
NTA Nanoparticle tracking analysis 
OD Optische Dichte 
PLAP  plazentare alkaline Phosphatase  
poly-HEMA Poly-(2-hydroxyethyl methacrylate) 
p.c.   post conceptionem (nach der Befruchtung) 
p.p.  post partum (nach der Geburt eines Kindes) 
PD-L1  programmed cell death 1 ligand 1 
POD  Peroxidasen 
p27kip  Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B 
PR  Progesteronrezeptor 
RAP  Ras-related in brain (Guanosintriphosphat-bindendes Protein) 
ROS  Reaktive Sauerstoffspezies 
SNARE soluble N-ethylmaleimide-sensitive fusion attachment protein receptors 
SSW   Schwangerschaftswoche 
STR  short tandem repeats 
ULBP  UL-16 binding proteins 
TNF-α  Tumornekrosefaktor-α 
TGF-1 transforming growth factor-β1 
TRAIL Tumor necrosis factor related apoptosis inducing ligand 
TSG101  Tumor susceptibility gene 101
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1. Zusammenfassung 
Die humane Plazenta ist in Hinblick auf toxikologische Fragestellungen ein 
vielversprechendes Untersuchungsobjekt. Sie enthält eine Vielzahl verschiedener Zelltypen, 
bspw. Trophoblast-, Immun- und Endothelzellen, und steht nach der Geburt als Gewebe 
humanen Ursprungs relativ leicht für Forschungszwecke zur Verfügung. Aufgrund ihrer 
hohen Artspezifität ist im Besonderen auf dem Gebiet der Plazentaforschung die Übertragung 
Tiermodell-basierter Daten auf den menschlichen Organismus kritisch zu hinterfragen. Häufig 
konnten klinische Studien über potentielle Wirkstoffe die vermuteten Effekte aus der 
Grundlagenforschung nicht bestätigen und verliefen z. T. mit katastrophalem Ausmaß 
(Thalidomid, TGN1412, Sildenafil etc.). In der vorliegenden Arbeit sollte das Potenzial der 
humanen Plazenta als Forschungsgegenstand für toxikologische Testreihen untersucht 
werden. Dazu wurden unterschiedliche, auf plazentastämmige Zellen und Gewebe basierte 
Modellsysteme charakterisiert und methodische Schwachstellen herausgearbeitet. Die beiden 
immortalisierten Trophoblast-Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 wurden im Monolayer 
sowie in Form von Sphäroiden kultiviert, da 3D-Modelle in vivo-Bedingungen meist besser 
simulieren können. Des Weiteren wurden villöse Plazenta-Explantate aus Terminplazenta 
unkomplizierter Schwangerschaften in die Untersuchungen eingeschlossen.  
Als toxikologische Testsubstanzen wurden vier etablierte Zytostatika verwendet. Aufgrund 
der steigenden Koinzidenz von Krebs und Schwangerschaft können diese Medikamente 
zunehmend während einer Schwangerschaft Einsatz finden. Zwar scheinen Malformationen 
nicht häufiger als unter normalen Schwangerschaften aufzutreten, eine genaue 
Risikoabschätzung für den Fetus wird aber durch die unzureichende Datenlage erschwert. 
Eine potenzielle Schädigung von plazentarem Gewebe könnte ein Grund für ein geringeres 
Geburtsgewicht von Neugeborenen behandelter Frauen sein. 
Trotz der allgemeinen Bestrebung, solche in vitro Modelle möglichst nah an in vivo 
Bedingungen zu generieren, findet für die Kultivierung humaner Zellen routinemäßig fetales 
Kälberserum (FBS) Verwendung. Es unterscheidet sich jedoch in seiner Zusammensetzung 
von humanem Serum (HS), sodass diese Artunterschiede das Zellverhalten in Kultur 
beeinflussen können und damit ebenfalls zu einem fehlerhaften Outcome führen. Ziel eines 
Teils dieser Arbeit war, die Effekte von FBS und HS anhand von Funktionsassays 
exemplarisch an zwei Zervixkarzinomzelllinien, HeLa und SiHa, herauszuarbeiten und 
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Unterschiede zu diskutieren. Während Proliferation und Migration ähnlich beeinflusst 
wurden, wiesen Zellen, die in HS kultiviert wurden, ein stärkeres Invasionsverhalten auf und 
ließen sich leichter zu 3D-Strukturen formen. Da diese Zelleigenschaften von entscheidender 
Funktion im Zuge der Metastasierung sind, sollten die Ergebnisse zukünftig vor allem in 
Bezug auf die Krebsforschung Berücksichtigung finden. 
Ein weiterer Schwerpunkt lag auf der Verwendung geeigneter Assays sowie 
Toxizitätsparameter. Neben der Funktion und Sekretion von -hCG sowie von 
Steroidhormonen sollten auch histologische bzw. immunhistochemische Untersuchungen 
genutzt werden, um potenziell toxische Effekte von Testsubstanzen (Cisplatin, Paclitaxel, 
Topotecan und Bleomycin) offen zu legen. Es konnte gezeigt werden, dass alle vier 
Testsubstanzen konzentrations- und zeitabhängig zu einer Schädigung plazentarer Zellen 
führten. Dabei reagierten die Zellen in den eingeschlossenen Modellen unterschiedlich 
sensibel. Sphäroide und Explantatkulturen zeigten im Vergleich zur Monolayerkultur erst bei 
der Verwendung höherer Zytostatikakonzentrationen toxische Schäden. Cisplatin und 
Paclitaxel schädigten die Zellen stärker als Topotecan und Bleomycin. Gegenüber SiHa- und 
HeLa-Zellen, zwei Zervixkarzinom-Zelllinien, waren im Allgemeinen die Trophoblastzellen 
durch die Testsubstanzen stärker vital beeinträchtigt. Da Tumor-Zelllinien bereits häufig mit 
Zytostatika konfrontiert wurden, könnten Resistenzmechanismen verantwortlich für 
unterschiedliche Effekte sein.  
Extrazelluläre Vesikel (ECV) stehen in jüngster Vergangenheit im Fokus der Wissenschaft 
und versprechen diagnostischen sowie therapeutischen Nutzen. Während der 
Schwangerschaft konnten erhöhte Konzentrationen in verschiedenen Körperflüssigkeiten 
(Blut, Amnion, Urin etc.) mit pathologischen Prozessen in Verbindung gebracht werden. 
Quantitative Analysen von Explantat-Kulturüberständen mithilfe der Nanopartikel Tracking 
Analyse (NTA) sollten daher für eine abschließende toxikologische Beurteilung der 
Testsubstanzen zusätzlich herangezogen werden. Erste Ergebnisse weisen darauf hin, dass die 
Applikation von Zytostatika ebenfalls zu einem Konzentrationsanstieg an ECV führt. Darüber 
hinaus scheint der Partikeldurchmesser anzusteigen. In Zukunft sollten auch Untersuchungen 
bezüglich ihrer inhaltlichen Zusammensetzung durchgeführt werden, um weitere Erkenntnisse 
über ihre Rolle in pathologischen Prozessen erhalten zu können.  
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2. Einleitung 
2.1 Die humane Plazenta 
Für den Zeitraum der Schwangerschaft übernimmt die menschliche Plazenta eine Vielzahl 
wichtiger Funktionen, die die Entwicklung des Fetus sicherstellen. Sie reguliert den 
Stoffaustausch zwischen mütterlichem und kindlichem Kreislauf. Dabei stellt ihre 
hochspezifische Barriere und die umfassende Ausstattung mit metabolisch wirksamen 
Enzymen und Stofftransporten einen natürlichen Schutz für den Fetus vor körperfremden 
Stoffen dar. Durch die Sekretion von Hormonen wie hCG und Progesteron, die für die 
Aufrechterhaltung der Schwangerschaft unbedingt erforderlich sind, fungiert die Plazenta als 
endokrines Organ. Darüber hinaus ist sie an der Regulation immunologischer Mechanismen 
beteiligt, indem sie bspw. den IgG-Übertritt zum fetalen Kreislauf ermöglicht (Gude et al. 
2004). Ihre Schlüsselrolle in der feto-maternalen Kommunikation wird auch darin 
verdeutlicht, dass die Plazenta in der Lage ist, ihre Defizite durch das Nutzen von 
Präkursoren, die vom mütterlichen oder kindlichen Organismus stammen, auszugleichen. 
Vom fetalen Kreislauf werden bspw. C19-Verbindungen für die Synthese von Estrogen zur 
Verfügung gestellt, wohingegen die Plazenta den Fetus mit Progesteron versorgt (Kumar und 
Magon 2012). Im Folgenden soll auf anatomische Besonderheiten und wichtige Funktionen 
der reifen humanen Plazenta eingegangen werden, um sie im Anschluss als Modell für 
toxikologische Fragestellungen zu untersuchen. 
2.1.1 Entwicklung und Anatomie der reifen Plazenta 
Die Entwicklung der humanen Plazenta beginnt an Tag 6 bis 7 p.c. mit der Implantation der 
Blastozyste in das Endometrium. Die Blastozyste besteht aus den außen liegenden 
Trophoblastzellen sowie Embryoblasten im Kern. Während aus den Embryoblasten 
nachfolgend Embryo, Nabelschnur und Amnion entstehen, differenzieren sich 
Trophoblastzellen bei der Invasion in das Endometrium in Zytotrophoblasten und in eine 
äußere Schicht, den Synzytiotrophoblasten, dessen Nuklei die Fähigkeit zur Zellteilung 
verlieren (Benirschke et al. 2012). Durch die hohe Zellproliferation der Zytotrophoblasten 
und die Bildung einer geschlossenen Schicht des Synzytiotrophoblasten entstehen ab Tag 13 
p.c. Primärzotten (Moore 2013). Diese wachsen in das maternale Endometrium und erodieren 
maternale Kapillaren. In der Folge bildet sich ein Trophoblastzell-Lakunensystem. In den 
kommenden Wochen wachsen und reifen die Chorionzotten weiter zu Sekundär- (15 – 21. 
Tag) und Tertiärzotten (18. Tag – 13. Woche), es entstehen erste Blutgefäße im kleinen 
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Zottenbindegewebe mit Kontakt zum mütterlichen Blutkreislauf. Durch die Aussprossung der 
Tertiärzotten reift das Lakunensystem schließlich zum intervillösen Raum aus (Kaufmann 
1990, Welsch 2005).  
Dezidua basalis
enfernt
Kotyledon
Amnion
Nabelschnur
Chorionplatte
A B
 
Abb. 1: Morphologie einer reifen humanen Plazenta schematisch dargestellt 
A: Maternale Seite mit Dezidua basalis und Aufteilung in Kotyledonen, unvollständig voneinander 
getrennte plazentare Funktionseinheiten. Aus ihnen entstammen mütterliche Spiralarterien, die die 
Zotten mit Blut umspülen, während der Blutabfluss aus dem intervillösen Raum durch venöse Gefäße 
der Dezidua basalis erfolgt (Ulfig 2015). B: Fetale Seite mit Nabelschnur, bestehend aus Vena 
umbilicaris (Versorgung mit sauerstoffreichem Blut der Mutter) und den Arteriae umbilicares 
(Abtransport von sauerstoff- und nährstoffarmem Blut aus dem fetalen Kreislauf), Amnion, einer 
dünnen, die Amnionhöhle umfassenden Eihaut, und der Chorionplatte, welche die Plazentazotten 
trägt. Abbildung (Ulfig 2015). 
Zwischen der 14. und 16. SSW ist zwar die Plazentation abgeschlossen, die Plazenta 
durchläuft jedoch mit Voranschreiten der Schwangerschaft weitere Entwicklungsprozesse und 
nimmt an Größe und Gewicht zu (Vogel 1996). Dadurch passt sie sich den wachsenden 
Bedürfnissen des Fetus an, sodass stets eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und 
Nährstoffen sichergestellt wird. Die reife Plazenta setzt sich aus maternalen sowie fetalen 
Bestandteilen zusammen (s. Abb. 1) und wird in die Chorionplatte, den intervillösen Raum 
und die Basalplatte unterteilt (s. Abb. 2). Die aus fetalem Gewebe bestehende Chorionplatte 
weist ein äußeres, einschichtiges Amnionepithel auf, das Amnionflüssigkeit an die 
Amnionhöhle absondert, in der der Fetus schwimmt. In ihrer Mitte setzt die Nabelschnur an, 
deren Gefäße sich nachfolgend in einer breiten Bindegewebsschicht verästeln und bis zu den 
Chorionzotten, charakterisiert durch Zytotrophoblasten und Synzytiotrophoblasten, reichen. 
Der Synzytiotrophoblast besteht aus einem epithelialen einschichtigen Zellverband und grenzt 
an den intervillösen Raum. Hier findet der Stoffaustausch zwischen maternalem und fetalem 
Kreislauf statt. Die Basalplatte begrenzt den intervillösen Raum zur maternalen Seite und 
steht mit dem Endometrium durch die mütterlich gebildete Dezidua basalis in Kontakt (s. 
Abb. 2). Ihre Vorwölbungen ragen als Plazentasepten in den intervillösen Raum hinein und 
teilen die Plazenta in ihre Funktionseinheiten, die Kotyledonen, ein (Shennan 1994, Moore 
2013).  
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Abb. 2: Schematische Darstellung des anatomischen Aufbaus einer reifen Plazenta 
Der Stoffaustausch zwischen dem mütterlichen und dem fetalen Kreislauf findet an der Oberfläche der 
Chorionzotten statt, ohne dass die beiden Blutkreisläufe in direktem Kontakt stehen. Die Zottenbäume 
ragen in den intervillösen Raum und werden über endometriale Spiralaterien, die aus der Basalplatte 
kommen, von mütterlichem Blut umspült (Rodesch et al. 1992). Der Synzytiotrophoblast mit den 
anliegenden Zytotrophoblasten bildet die Grenzschicht zum intervillösen Raum (Kaufmann 1990). 
Über die Gefäßverzweigungen der Chorionplatte wird schließlich das stoffreiche Blut durch die 
Umbilikalvene zum Fetus geleitet. Die beiden Umbilikalarterien transportieren das fetale 
sauerstoffarme Blut zurück zur Plazenta (Vogel 1996, Moore 2013, Chaddha et al. 2004). oben: 
Zeichnung von Dr. Chiara Mannelli, modifiziert (Vähäkangas et al. 2014), unten: Zeichnung von 
Benjamin Cummings, modifiziert (Marieb und Hoehn 2007). 
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2.1.2 Stoffaustausch und die Funktion der Plazentaschranke 
Um die Entwicklung des Fetus sicherzustellen, ist ein effizienter Stoffaustausch zwischen 
maternalem und fetalem Kreislauf erforderlich (Boyd 1970). Dies wird durch das villöse 
Gefäßsystem der Plazenta ermöglicht, das sich im Verlauf der Schwangerschaft den 
Versorgungsbedürfnissen des Fetus anpasst (Chaddha et al. 2004). Die Chorionzotten der 
frühen Plazenta sind wenig verästelt, ihr Querschnitt ist relativ dick und die Plazentamembran 
besitzt eine mehrschichtige Struktur (s. Abb. 3). Später entwickeln sich die Zotten zu stark 
verzweigten Intermediär- und Terminalzotten (26. SSW) von geringerem Querschnitt  
(Kingdom et al. 2000). Die Oberfläche der Chorionzotten sowie die Anzahl an villösen 
Blutgefäßen nimmt dadurch erheblich zu, der Gefäßwiderstand sinkt (Kaufmann et al. 2004). 
Beides führt zu einer Erleichterung des feto-plazentaren Blutflusses (Ahmed und Perkins 
2000). Die Rückbildung von Zytotrophoblasten und Bindegewebe sowie die teilweise 
Verschmelzung der Basallaminae von Trophoblasten und Endothel (17. SSW) führen zu einer 
stark reduzierten feto-maternalen Diffusionsstrecke (s. Abb. 3). Die Plazentaschranke einer 
Terminplazenta besteht aus einer dünnen synzytiokapillären Membran, die eine Dicke von 
lediglich 2 m aufweisen kann (Burton und Tham 1992, Charnock-Jones und Burton 2000). 
Ihre Durchlässigkeit ist somit höher als die der Blut-Hirn-Schranke. Diese Tatsache ist 
praktisch von entscheidender Relevanz im Hinblick auf eine medikamentöse Therapie bei 
Schwangeren (Ulfig 2015, Lüllmann 2016). 
 
Abb. 3: Querschnitte durch eine Chorionzotte 
Die Plazentamembran trennt den fetalen vom maternalen Blutkreislauf. A: Während der frühen 
Schwangerschaft besteht die Membran zunächst aus Synzytiotrophoblast und Zytotrophoblasten, der 
Basalmembran sowie dem zentral liegenden Stroma mit fetalen Gefäßen, Fibroblasten und 
Makrophagen, s. g. Hofbauerzellen. B: Im Verlauf der Schwangerschaft bildet sich die Schicht aus 
Zytotrophoblasten zurück, es verbleiben lediglich vereinzelte Zellen, s. g. Langhanszellen. Das fetale 
Kapillarendothel verlagert sich an den Zottenrand und liegt der synzytiotrophoblastären Schicht an. 
Die Basallaminae von Endothel und Trophoblast verschmelzen (Moore 2013, Ulfig 2017). Abbildung 
modifiziert (Murthi et al. 2014). 
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2.1.3 Endokrinologie der Plazenta 
Mit Eintritt der Schwangerschaft bildet der Synzytiotrophoblast das Peptidhormon 
Choriongonadotropin (hCG), das das Corpus luteum zur Synthese der beiden Steroidhormone 
Estradiol und Progesteron stimuliert. Ab der 8. SSW degeneriert das Corpus luteum 
graviditatis bis die Plazenta vollständig dessen endokrine Funktionen mit Abschluss des  
1. Trimenons übernimmt (Ulfig 2017). Die hCG Konzentration im mütterlichen Blut fällt 
zeitgleich rapide ab und steigt erst wieder in der fortgeschrittenen Schwangerschaft an. Die 
Differenzierung der Trophoblastzellen sowie die Verschmelzung mit dem Synzytium wird mit 
dem Wiederanstieg der Hormonkonzentration in Verbindung gebracht (Gude et al. 2004). Das 
Glykoprotein hCG besteht aus einer - und einer -Untereinheit, die durch nicht-kovalente, 
hydrophobe und ionische Wechselwirkungen zusammengehalten werden. Neben der 
Aufrechterhaltung der Progesteronproduktion, unterdrückt es Uteruskontraktionen und ist an 
der Angiogenese der Spiralarterien sowie der Trophoblastzelldifferenzierung beteiligt (Cole 
2014). Für den Schwangerschaftseintritt und den -erhalt als auch für die plazentaren 
Entwicklungsprozesse ist dieses Glykoprotein essentiell. Daneben existiert hCG in Form von 
drei weiteren Molekülen: Das hyperglykosylierte hCG wird von extravillösen 
Zytotrophoblasten sezerniert und agiert als autokriner Faktor bei invasiven sowie 
proliferierenden Prozessen im Rahmen der Schwangerschaft. Es ist maßgeblich an einer 
erfolgreichen Implantation (Cole 2014) beteiligt. Fehlregulationen des hyperglykosylierten 
hCGs während der frühen Schwangerschaft werden mit Plazentationsstörungen wie der 
Präeklampsie, einer schwerwiegenden Schwangerschaftskomplikation, oder trophoblastären 
Tumoren in Verbindung gebracht (Cole 2009). Die freie -Untereinheit des hCG ist bei 
zahlreichen malignen Erkrankungen, auch nicht trophoblastären Ursprungs, nachgewiesen 
worden (Cole 2014). Das Molekül antagonisiert TGF, wodurch in Tumorzellen der 
apoptotische Signalweg blockiert wird. Sein Potenzial als Tumormarker sowie mögliche 
Therapieansätze sind Gegenstand aktueller Forschungsarbeiten (Cole 2012, Cole 2014). Eine 
weitere sulfatierte Form des hCG wird durch gonadotrope Zellen im 
Hypophysenvorderlappen gebildet und scheint an der Regulation des Menstruationszyklus 
mitzuwirken (Cole 2010). 
Progesteron ist ein weiteres wichtiges Hormon während der Schwangerschaft. Das 
Steroidhormon wird nach der 10. SSW mit Degeneration des Corpus luteum graviditatis  aus 
dem im mütterlichen Blut zirkulierenden Cholesterol durch Synzytiotrophoblasten und 
Zytotrophoblasten synthetisiert (Moore 2013, Ulfig 2017). Die durch Progesteron stimulierte 
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Proliferation im Endometrium ist Voraussetzung für eine erfolgreiche Implantation, was die 
therapeutische Anwendung in der Reproduktionsmedizin, u. a. beim Rezidivierenden 
Spontanabort (RSA), begründet. Da es den uterinen Tonus reduziert und folglich die 
Kontraktionen im Myometrium verhindert, wird es auch bei erhöhtem Risiko einer 
Frühgeburt eingesetzt. Zudem sorgt es für einen geringeren Tonus der glatten Muskulatur und 
des Gefäßsystems, den Anstieg der Basaltemperatur und induziert die Differenzierung der 
Mammadrüsen (Kumar und Magon 2012).  
Nach Degeneration des Corpus luteum graviditatis werden die Estrogene Estron, Estradiol 
und Estriol aus Dehydroepiandrosteron (DHEA), das aus maternalen und fetalen Nebennieren 
stammt, synthetisiert (Moore 2013, Ulfig 2017). Das Enzym 17-Hydroxylase, das die 
Synthese von C19-Steroiden aus Cholesterol und Progestagenen katalysiert, kommt nicht in 
humanen Trophoblastzellen vor, sodass die fetalen Enzyme das C19-Steroid DHEA 
bereitstellen. Der Estrogenspiegel steigt mit Progression der Schwangerschaft kontinuierlich 
an, wobei Estradiol das vorherrschende Estrogen ist. Estrogene fördern zusammen mit 
Progesteron die Proliferation der Endometriumzellen sowie die Entwicklung der Lobuli 
Mammae (Kumar und Magon 2012).  
Neben diesen drei Schlüsselhormonen spielen noch weitere Hormone im Rahmen der 
Schwangerschaft eine Rolle. Das vom Synzytiotrophoblasten sezernierte humane 
Plazentalaktogen (hPL) bereitet die Brustdrüsen auf die Milchproduktion vor und beeinflusst 
vor allem den mütterlichen Stoffwechsel, indem es an der Ausschüttung von „Insulin-like 
growthfactor-1“ (IGF-1) beteiligt ist (Walker et al. 1991). Dieser Wachstumsfaktor stimuliert 
die Insulinsekretion bei gleichzeitigem Anstieg der Insulinresistenzschwelle, induziert die 
Lipolyse, inhibiert die Glukoneogenese und stellt damit eine ausreichende 
Nährstoffversorgung des Fetus sicher (Kingdom et al. 2000). 
2.1.4 Immunologische Mechanismen der Plazenta 
Ein Faszinosum der Schwangerschaft ist ihr immuntoleranter Status: Sowohl der 
semiallogene Fetus, als auch die Plazenta mit direktem Kontakt zum Myometrium der Mutter 
werden von dem mütterlichen Immunsystem toleriert. Ab der 10. SSW, wenn das Blut 
vollständig in der Plazenta zirkuliert, berühren die Immunzellen im mütterlichen Blut 
plazentares Gewebe und somit auch Zellen fetalen Ursprungs (Tannetta et al. 2014). Des 
Weiteren zirkulieren zahlreiche, von der Plazenta ausgeschüttete Hormone, 
Wachstumsfaktoren und Enzyme im mütterlichen Blut ohne eine Immunantwort auszulösen 
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(Kaufmann 1990). Gleichzeitig muss jedoch gewährleistet sein, dass Mutter und Fetus 
ausreichend vor Infektionen geschützt sind. Dieses Paradoxon kann nur durch ein strikt 
geregeltes Zusammenspiel zwischen maternalen und fetalen Zellen funktionieren (Redman 
1986, Schäfer 1994). 
Eine wichtige Rolle dabei scheinen die in der Schwangerschaft vorherrschenden Hormone 
hCG, Estradiol und Progesteron zu spielen. HCG wirkt immunsuppressiv und 
antiinflammatorisch, seine Rezeptoren (LH/hCGR) wurden auf diversen Immunzellen wie B- 
und T-Zellen sowie Makrophagen nachgewiesen. Progesteron greift in die Sekretion von T-
Helferzellen (Th-Zellen) ein, indem es Th2-Zellen in der Dezidua stimuliert, wodurch 
regulatorische T-Zellen sowie die Interleukine (IL)-4 und IL-6 freigesetzt werden. Die 
Zytokine induzieren wiederum die Ausschüttung von hCG in den Trophoblastzellen. Damit 
übernehmen die Th2-Zellen eine wichtige regulatorische Funktion über immunologische und 
endokrine Prozesse im Rahmen der Schwangerschaft (Drake et al. 2001). Studien belegen, 
dass bei Frauen mit rezidivierenden Aborten oder schwangerschaftsassoziierten 
Komplikationen wie der Präeklampsie höhere Mengen von Th1 als Th2 vorliegen (Saito et al. 
1999, Makhseed et al. 2001). Darüber hinaus konnte gezeigt werden, dass durch den graviden 
Hormonhaushalt regulatorische B-Zellen aktiviert werden, die IL-10 sezernieren. Das 
antiinflammatorische Zytokin blockiert wiederum die Produktion von Tumornekrosefaktor 
(TNF)- in den T-Zellen (Muzzio et al. 2014). Dieser Mechanismus könnte auch eine 
Erklärung für die Verbesserung klinischer Symptome bei einigen Autoimmunerkrankungen 
während der Schwangerschaft sein. Folglich wird das therapeutische Potenzial von hCG bei 
der Behandlung von rheumatoider Arthritis sowie MS in klinischen Studien untersucht (van 
Broekhoven et al. 2010, Rao 2016).  
Neben diesen endokrinen Einflüssen auf das Immunsystem wird vermutet, dass die fehlende 
Expression von Genen des „Major Histocompatibility Complexes“ (MHC), im Besonderen 
der humanen Leukozyten Antigene (HLA) A und B (MHC-Klasse I) (Redman 1983, Bulmer 
und Johnson 1985, Fernandez et al. 1999) in den Synzytiotrophoblasten ein Grund für die 
erhöhte Immuntoleranz der werdenden Mutter ist. Sie codieren Proteine, die eine 
Antigenpräsentation auf Zelloberflächen gewährleisten und sind somit bei der Erkennung 
allogener Faktoren durch T-Zellen beteiligt. Den Schutz gegenüber NK-Zellen, welche an der 
feto-maternalen Schnittstelle in großer Anzahl auftreten, müssen hingegen andere 
Mechanismen sicherstellen. NK-Zellen lysieren regulär alle Zellen, die keine HLAs 
exprimieren (Missing-self-Hypothese) (Loke und King 1997, Verma et al. 1997). Es konnte 
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nachgewiesen werden, dass eine spezielle Form der Proteine, HLA-G sowie HLA-C, in den 
extravillösen Trophoblastzellen (EVT) vorkommt, die invasiv in das maternale Gewebe 
(Dezidua und Spiralarterien) einwandern. Ihre Expression ist während des ersten Trimesters 
am höchsten (Goldman-Wohl et al. 2000, Hunt et al. 2006, Kumpel und Manoussaka 2012). 
Diese Proteine unterscheiden sich nicht bei Individuen der gleichen Art und besitzen einen 
protektiven Effekt gegenüber NK-Zellen, zytotoxischen T-Zellen und Makrophagen, wodurch 
eine Implantation ermöglicht wird. Als weiterer Grund für diese induzierte Immuntoleranz 
wird eine Aktivierung von CD4+CD25+ regulatorischen T-Zellen vermutet (Tower et al. 
2011). Im Hinblick auf plazentare Zytokine dominieren in der Dezidua solche mit 
antiinflammatorischer Wirkung. Hierbei sind neben Th2-Typ Zytokinen IL-10 und der 
„transforming growth factor-β1“ (TGF-1) mit immunsuppressiven Eigenschaften 
hervorzuheben (Hunt et al. 2005) Eine Veränderung der Zytokinsekretion steht im 
Zusammenhang mit Aborten und weiteren Komplikationen (Bowen et al. 2002). 
Ein weiterer Ansatz für die Erklärung der immunregulatorischen Prozesse während der 
Schwangerschaft beschäftigt sich mit Extrazellulären Vesikeln (ECV), die aktuell im Fokus 
der Wissenschaft stehen (s. 2.2). 
2.2 Rolle von ECV während der Schwangerschaft 
2.2.1 Definition und Biogenese 
ECV transportieren zielgerichtet spezifische Botenstoffe wie Proteine, Lipide und 
Nukleinsäuren, die durch die Doppelmembran der Vesikel vor dem Abbau oder der 
Modifikationen geschützt werden. Sie konnten in nahezu jeder Körperflüssigkeit 
nachgewiesen werden (Foster et al. 2016). Orientiert an ihre Größe und Biogenese werden sie 
in drei Gruppen eingeteilt: Exosomen (30 – 100 nm), Mikrovesikel (100 – 1.000 nm) und 
apoptotische Vesikel (1.000 – 5.000 nm) (Gohner et al. 2017). Während apoptotische Vesikel 
und Mikrovesikel hauptsächlich durch Abschnürungen von der Plasmamembran gebildet 
werden, entstehen Exosomen im Zellinneren über die aus Endosomen gebildeten 
„multivesicular Bodies“ (MVB), die mit der Plasmamembran fusionieren (s. Abb. 4) (van der 
Pol et al. 2012, Yuana et al. 2013).  
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Abb. 4: Biogenese ECV 
Nach Endozytose von Membranproteinen über „lipid rafts“ oder „coated pits“ (rezeptorvermittelt) 
entsteht zusammen mit vom Endoplasmatischen Retikulum bereitgestellten Membranproteinen ein 
frühes Endosom, das im Inneren kleinere, intraluminale Vesikel mit zytosolischen Proteinen, Lipiden 
und Nukleinsäuren abschnürt (Mincheva-Nilsson und Baranov 2014). Nach Reifung, an der u. a. 
Tetraspanine beteiligt sind, kommt es zur Bildung eines MVBs. Daran wirkt der „endosomal sorting 
complexes required for transport“ (ESCRT) -Komplex, ein Komplex aus ca. 30 verschiedenen 
Proteinen (bspw. VPS4, VTA1, Syntenin-1, ALIX, (Babst 2005, Tamai et al. 2010, Baietti et al. 
2012)) mit. Dieser kann mithilfe von „Ras-related in brain“ (RAB) -GTPasen (u. a. Rab27, Rab11, 
(Ostrowski et al. 2010, Savina et al. 2005, Baietti et al. 2012)) und „soluble N-ethylmaleimide-
sensitive fusion attachment protein receptors“ (SNARE) -Proteinen zur Zellmembran transportiert 
werden und durch Fusion mit der Zellmembran seinen Inhalt in Form von Exosomen freisetzen 
(Zhang et al. 2017, Blanc und Vidal 2018). Eine weitere Möglichkeit besteht in der Bildung eines 
Lysosoms mit daraus resultierender Degradation der Proteine. Die zugrunde liegenden 
Regulationsmechanismen sind noch nicht erforscht. Abbildung (Nair und Salomon 2018). 
2.2.2 ECV-regulierte Prozesse während der Schwangerschaft  
ECV können neben ihrer lokalen Wirkung auch systemischen Einfluss ausüben, sodass sie als 
wichtige Mediatoren der interzellulären Kommunikation gelten (El Andaloussi et al. 2013, El 
Magraoui 2017). Während der frühen Schwangerschaft sind Follikel- und Samenflüssigkeit, 
Endometrium, Embryo und Trophoblastzellen mögliche Ressourcen von freigesetzten ECV 
(Tannetta et al. 2014). Zum Teil noch vor Etablierung der Blutzirkulation konnten plazentare 
Exosomen ab der 6. SSW, Mikrovesikel ab der 12. SSW im Blut der Schwangeren 
nachgewiesen werden (Germain et al. 2007, Sarker et al. 2014). Im späteren Verlauf nehmen 
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besonders die vom Synzytiotrophoblasten freigesetzten ECV eine Schlüsselrolle ein – sie 
gelten als wichtige Signaltransmitter zwischen Plazenta und mütterlichem Kreislauf (Lok et 
al. 2008). Ihnen wird damit auch eine wichtige Funktion im Zusammenhang mit den 
peripheren immunologischen Adaptionen während der Schwangerschaft zugeschrieben 
(Mincheva-Nilsson und Baranov 2014).  
Es wurde bereits nachgewiesen, dass die synzytialen ECV mit Monozyten, Granulozyten, T-
Zellen und NK-Zellen interagieren und ihre Funktionen beeinflussen können (Gohner et al. 
2017). Die Mikrovesikel der Synzytiotrophoblasten wirken hierbei vermutlich 
immunaktivierend. In Monozyten wird durch ihre Aufnahme u. a. die Produktion von TNF-α, 
IL-1-β, IL-6, IL-8, IL-12 und IL-18 gesteigert (Sargent et al. 2006, Germain et al. 2007, Toth 
et al. 2007, Holder et al. 2012, Redman et al. 2012), wodurch der pro-inflammatorische Status 
(z. B. erhöhte Werte von CD11b, CD14 und CD64) im peripheren Kreislauf einer gesunden 
Schwangeren stabilisiert wird (Sacks et al. 1998). Aktivierte Monozyten sind wie 
Makrophagen entscheidende Bestandteile des angeborenen Immunsystems und essentiell für 
den Schutz vor Infektionen. Demgegenüber besitzen die synzytialen Exosomen in T- und NK-
Zellen vorwiegend immunsuppressive Eigenschaften und wirken entscheidend bei der 
maternalen Immuntoleranz gegenüber dem Fetus mit (Mincheva-Nilsson und Baranov 2014). 
Binden sie an den NK-Zellrezeptors NKG2D wird dieser herunterreguliert und damit die 
NKG2D-abhängige zytotoxische Reaktion unterdrückt (Mincheva-Nilsson et al. 2006). Dabei 
scheinen die Rezeptormodulatoren „MHC class I chain-related proteins A and B“ (MIC A/ B) 
und „UL-16 binding proteins“ (ULBPs), die in den Exosomen der Synzytiotrophoblasten 
nachgewiesen werden konnten (Hedlund et al. 2009), maßgeblich beteiligt zu sein. Das 
Vorkommen von FASL und TRAIL, zwei Proteine der TNF-Familie mit apoptotischer 
Wirkung, in den plazentaren Exosomen lässt ebenfalls auf einen inhibierenden Effekt 
schließen (Taylor et al. 2006, Stenqvist et al. 2013). Dagegen wird durch die Expression von 
TGF- und „programmed cell death 1 ligand 1“ (PD-L1) eine Rolle bei der Aktivierung 
regulatorischer T-Zellen sowie B- Gedächtniszellen vermutet (Mincheva-Nilsson und 
Baranov 2014). Somit beeinflussen die von der Plazenta freigesetzten ECV sowohl das 
angeborene, als auch das adaptive Immunsystem. Auch die von den Immunzellen 
freigesetzten ECV sowie die anderer Zellen lösen Effekte aus. Beispiele sind die Aktivierung 
von T-Helferzellen durch B-Zell-stämmige ECV, woraus eine Th2-Produktion resultiert 
(Admyre et al. 2007) oder die Aktivierung von Monozyten durch endothelial sezernierte ECV 
(Jy et al. 2004). 
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Die plazentaren Exosomen, die von den Synzytiotrophoblasten freigesetzt werden, stehen im 
Fokus der vorliegenden Arbeit. Ihre Konzentration ist im Blutplasma während der 
Schwangerschaft deutlich erhöht (Salomon et al. 2014b) und steigt mit fortschreitender 
Gestation weiter an (Sarker et al. 2014). Sowohl die Zusammensetzung als auch die 
biologische Funktion von Exosomen ist stark vom sezernierenden Zelltyp abhängig. Ein 
charakteristisches Merkmal aller Exosomen ist das Vorkommen der an ihrer Biogenese 
beteiligten Oberflächenproteine CD9, CD63 und CD81 (Simons und Raposo 2009). Weiterhin 
kommen in ihrem Inneren als Bestandteil des ESCRT- Komplexes das „Tumor Susceptibility 
Gene 101“ (TSG101) sowie das „Apoptosis-linked gene 2-interacting protein X“ (ALIX) vor 
(Adam et al. 2017). In Kombination mit der definierten Größe können diese Proteine als 
Marker für den Nachweis der Exosomen herangezogen werden.  
Synzytiale Exosomen spiegeln die veränderte Physiologie während der Schwangerschaft 
durch eine veränderte Zusammensetzung wider. Mit einer Schwimmdichte von  
1,12 – 1,19 g/ml beinhalten sie neben den o. a. Proteinen das vom Synzytiotrophoblasten 
produzierte integrale Membranprotein „Placental alcaline phosphatase“ (PLAP) (Kam et al. 
1985, Mincheva-Nilsson und Baranov 2014), dem eine Rolle beim IgG-Transfer vom 
mütterlichen Blut zum Fetus (Makiya und Stigbrand 1992) sowie bei der 
Fibroblastenproliferation (She et al. 2000a, She et al. 2000b) zugeschrieben wird. Weitere 
typische Biomarker sind die bereits erwähnten pro-apoptotischen Moleküle FASL und TRAIL 
sowie spezifische microRNAs (miRNA) – kleine, nicht-codierende RNA mit 
posttranskriptionalen Effekten auf die Genexpression (Tannetta et al. 2014) – hierbei vor 
allem das chromosomale 19 miRNA cluster (Yuan et al. 2010, Morales-Prieto et al. 2013). 
Nach Freisetzung fungieren sie als wichtige Mediatoren der interzellulären Kommunikation 
durch Übertragung ihrer Signalmoleküle, bei denen es sich meist um DNA, RNA, miRNA 
oder Proteine handelt (Ospina-Prieto et al. 2016). Diese Signalwirkung verläuft 
rezeptorvermittelt durch Fusionieren mit der Targetzelle oder durch Internalisierung mittels 
Endozytose bzw. Makropinozytose und anschließendes Freisetzen ihres Inhalts. Die 
exosomalen Aufgaben im Rahmen einer unkomplizierten Schwangerschaft sind umfangreich. 
Neben ihrer Schlüsselfunktion im Rahmen der Immunantwort und Antigenpräsentation 
(Sabapatha et al. 2006) wirken sie bei der Angiogenese und endothelialen Zellmigration mit 
(Salomon et al. 2013, Salomon et al. 2014b) und regulieren die feto-maternale metabolische 
Homöostase (Mitchell et al. 2015). 
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2.2.3 Ihre Funktion in pathologischen Zuständen 
Da ECV wichtige Signalübermittler und Regulatoren in physiologischen Mechanismen sind 
und ihr Inhalt den Zustand ihrer Herkunftszelle abbildet, liegt es nahe, dass sie auch eine 
Schlüsselrolle bei krankhaften Zuständen wie der Präeklampsie (van der Post et al. 2011) oder 
Gestationsdiabetes (GDM) einnehmen (Mitchell et al. 2015). Studien konnten erhöhte 
Exosomenkonzentrationen im Blut von PE-Patientinnen nachweisen, wobei dies mit der 
Schwere der Erkrankung korrelierte (Knight et al. 1998, Goswami et al. 2006). Dabei wiesen 
die synzytial freigesetzten Exosomen eine verringerte Expression von PLAP (Tannetta et al. 
2017a) und Syncytin-2 (Vargas et al. 2014), ein maßgeblich bei den Implantationsvorgängen 
beteiligtes Protein (Jin und Menon 2018), auf. Den übertragenen Signalmolekülen wurden 
pro-inflammatorische, anti-angiogenetische und pro-koagulierende Eigenschaften 
zugeschrieben, die ebenfalls die Pathogenese der PE charakterisieren (Tannetta et al. 2017b). 
Bei GDM-Patientinnen konnte ebenfalls eine vermehrte Exosomenausschüttung durch die 
Plazenta beobachtet werden, wobei als möglicher Grund das signifikant erhöhte 
Plazentagewicht bei GDM diskutiert wird (Jin und Menon 2018). Exosomen werden auch im 
Zusammenhang mit Frühgeburten, vor allem in Entwicklungsländern bei etwa 5 – 7 % aller 
Geburten zutreffend (Tannetta et al. 2014), untersucht. Studien beschreiben, dass die 
Exosomen im maternalen Blut einer Frühgebärenden verglichen mit der einer Termgeburt 
während der 28 – 30. SSW nicht nur in reduzierter Konzentration vorlagen, sondern sich auch 
inhaltlich anders zusammensetzten. Die Exosomen enthielten bspw. weniger FASL-Moleküle, 
was auf eine verminderte zytotoxische Aktivität gegenüber T-Zellen schließen lässt (Taylor et 
al. 2006).  
Neben schwangerschaftsassoziierten Erkrankungen werden ECV auch mit der Pathogenese 
von Autoimmunerkrankungen, Entzündungsprozessen und Krebs in Verbindung gebracht 
(Gamez-Valero et al. 2015, Lo Cicero et al. 2015). Exosomen von Krebszellen weisen ein 
spezifisches miRNA-Profil auf, was als Tumormarker genutzt werden könnte (Pant et al. 
2012, Revenfeld et al. 2014). Diese Exosomen sind abgesehen von ihrer Funktion bei 
inflammatorischen und immunologischen Prozessen auch an der Angiogenese beteiligt und 
damit entscheidende Mediatoren für Tumorprogression und Metastasierung (An et al. 2015). 
Da sowohl ihre Menge als auch ihre komplexe Zusammensetzung in pathophysiologischen 
Prozessen stark verändert sind und RNA-, Protein- und Lipidanalysen zulassen, sind ECV 
wichtige Tools in der Ursachenforschung und werden als vielversprechende Biomarker in der 
Diagnostik diskutiert (Göhner 2016). Darüber hinaus sind sie potentielle Targets für neue 
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Therapieansätze, bspw. bei Krebs oder Autoimmunerkrankungen (Yin et al. 2013, Saenz-
Cuesta et al. 2014, Munson und Shukla 2015).  
2.3 Plazentarer Transfer von Xenobiotika und Medikamenten 
Noch vor einiger Zeit galt die Plazenta als unüberwindbare Barriere für Fremdsubstanzen. Die 
Thalidomid-Katastrophe in den 1960er Jahren widerlegte diese Hypothese jedoch eindeutig 
(Mcbride 1961). Mittlerweile konnte der teratogene Effekt verschiedener Wirkstoffklassen  
(u. a. Antibiotika, Antikonvulsiva, ACE-Hemmer) in klinischer Dosierung, nachgewiesen 
werden (Webster und Freeman 2001). Umgekehrt ermöglicht der Plazentatransfer eine 
medikamentöse Behandlung des Fetus auf indirektem Weg via Mutter und Plazenta. Beispiele 
sind die Antibiotikabehandlung bei vorzeitigem Blasensprung, die Gabe von Kortikosteroiden 
zur Beschleunigung der Lungenreife oder die Therapie der Toxoplasmose mit 
Pyrimethanmin. Für den transplazentaren Transfer von Xenobiotika sind verschiedene 
Mechanismen bekannt. Substanzen mit einem Molekulargewicht von < 500 D können die 
Plazenta mittels Diffusion passieren (Myllynen et al. 2007), wobei die Transferrate von 
weiteren physikochemischen Eigenschaften wie Lipidlöslichkeit, Ionisationsgrad oder 
Proteinbindung bestimmt wird (Pacifici und Nottoli 1995). Andere Transfermechanismen sind 
die erleichterte Diffusion, aktiver Transport, Filtration und Pinozytose (Reynolds und Knott 
1989). Zahlreiche Transportproteine sowie metabolisierende Enzyme vom Typ Phase 1 (u. a. 
CYP1A2, Alkoholdehydrogenase) und Phase 2 (Glutathiontransferase, UDP-
glucuronosyltransferase etc.), die für die Verstoffwechslung von Medikamenten eine wichtige 
Funktion darstellen, konnten im humanen Plazentagewebe nachgewiesen werden (Hakkola et 
al. 1998, Young et al. 2003, Unadkat et al. 2004). Darunter existieren auch solche 
Transporter, die den Fetus vor schädigenden Substanzen schützen, indem sie als s. g. 
Effluxpumpen fungieren und den Transport vom intra- zum extrazellulären Kompartiment 
katalysieren. P-Glykoproteine, Multidrug Resistance-Related Proteine (MRP) und Breast 
Cancer Resistant Proteine (BCRP) gehören zu den bekannten Vertretern der ABC-
Transporter, die unter ATP-Hydrolyse einen Substrattransport gegen einen 
Konzentrationsgradienten durchführen. Ihre Existenz in der Plazenta wurde bestätigt (Tanabe 
et al. 2001, Myllynen et al. 2005). 
Das toxische Potenzial einer Substanz hängt darüber hinaus stark von dem Zeitpunkt der 
Exposition ab. Während der ersten beiden Wochen nach Konzeption gilt das Alles oder 
Nichts Prinzip als zutreffend – eine Schädigung führt entweder zum vorzeitigen, meist 
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unbemerkten, Abbruch der Schwangerschaft oder potentiell geschädigte Zellen werden noch 
vor der Einnistung durch pluripotente Zellen ersetzt, sodass der Embryo sich normal 
entwickeln kann. Demgegenüber reagiert der Embryo im Zeitraum der Organogenese, also 
zwischen der 3. und 8. SSW, sehr sensibel auf toxische Einflüsse. Hier können sich 
Fehlbildungen entwickeln oder andere Auswirkungen einer Noxe, bspw. intrauterine 
Wachstumsretardierungen (IUGR) oder der vorzeitige Verschluss des Ductus arteriosus, 
manifestieren. Auch Beeinträchtigungen der Intelligenz- und Verhaltensentwicklung können 
mitunter erst verzögert sichtbar sein (Thompson et al. 2009). 
Die Indikation für den Einsatz von Medikamenten während der Schwangerschaft folgt daher 
einer strengen Nutzen-Risiko-Abwägung. Die Herausforderung besteht in der Festlegung der 
benötigten Dosis, da die Pharmakokinetik von Medikamenten schwangerschaftsbedingt 
verändert ist. Neben der Zunahme an interstitiellen Flüssigkeiten, einer veränderten 
Darmmotilität und einer erhöhten Aktivität metabolisch wirkender Enzyme im maternalen 
Kreislauf muss die Plazenta mit Amnionflüssigkeit und eigener Metabolisierungsaktivität, der 
Plazentatransfer sowie der fetale Kreislauf mit begrenzter Elimination- und 
Stoffwechselleistung berücksichtigt werden. Die einzelnen Parameter sind jedoch oft nur 
unzureichend bekannt. Grundlage bilden epidemiologische und tierexperimentelle Studien 
sowie Einzelfallberichte, die vor allem Daten bezüglich embryo- bzw. fetotoxischer 
Wirkungen von Substanzen erheben. Im Allgemeinen sind Ergebnisse tierexperimentell 
basierter Analysen nur eingeschränkt auf humane Verhältnisse übertragbar. Aufgrund ihrer 
evolutionären Diversität ist die Plazenta durch eine umfassende Artspezifität geprägt.  Daher 
muss bei der Generierung humanrelevanter Daten in der Plazentaforschung sorgfältig 
verfahren werden (Schmidt et al. 2015). Die Plazenta von Primaten und Nagern ähnelt 
aufgrund ihrer hämochorialen Anatomie der humanen Plazenta am meisten, Chorionepitel 
und Trophoblastzellen stehen hierbei in direktem Kontakt mit dem maternalen Blut. Dennoch 
liegen große Unterschiede vor, Mäuse bilden bspw. eine „inverted Yolk Sac“- Plazenta aus. 
Die Trophoblastzellen des Menschen sind durch ein starkes Invasionsverhalten bis in das 
maternale Myometrium charakterisiert (Schmidt et al. 2015). Das Vorkommen 
primatenspezifischer Faktoren wie HLA-C, „killer-cell-immunoglobulin-like-receptors“ 
(KIRs) auf den uNK-Zellen oder das Chromosom-19-miRNA-Cluster sind weitere Beispiele, 
die die limitierte Übertragbarkeit von Tiermodell-basierten Daten auf den Menschen 
verdeutlichen. 
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2.3.1 Zytostatika als Testsubstanzen für plazentatoxikologische Fragestellungen 
Schwangerschaft und Krebs ist zwar mit einer Wahrscheinlichkeit von 1:1.000 eine seltene, 
jedoch steigende Koinzidenz in Industrienationen (Han et al. 2014). Als eine mögliche 
Ursache wird ein höheres Durchschnittsalter der Schwangeren vermutet (Trichopoulos et al. 
1983, Lyons et al. 2009). Bei manchen Tumorarten, z. B. beim Mammakarzinom, ist eine 
Diagnose zudem aufgrund der schwangerschaftsassoziierten physiologischen Veränderungen 
erschwert, sodass die Erkrankung erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkannt wird. Diese 
Tatsache stellt die Therapeuten vor große Herausforderungen. Eine mögliche Therapieoption 
bei progressiven Verlaufsformen stellt der Einsatz von Chemotherapeutika dar. Viele 
etablierte Zytostatika gelten als relativ sicher, wenn sie im 2. und 3. Trimenon der 
Schwangerschaft verabreicht werden (Amant et al. 2012, Han et al. 2014). Neugeborene 
Zytostatika-behandelter Frauen scheinen in ihrer kognitiven sowie kardiologischen 
Leistungsfähigkeit langfristig nicht beeinträchtigt zu sein. Sie weisen jedoch ein signifikant 
geringeres Geburtsgewicht auf (Amant et al. 2015). Gleichzeitig ist in solchen Fällen die 
Frühgeburtenrate erhöht (Amant et al. 2015). Die bisherigen Kenntnisse beruhen zum größten 
Teil auf empirisch gewonnenen Daten (Fallberichte). Mechanismen sowie eine potenziell 
durch Zytostatika hervorgerufene Schädigung der Plazenta, welche Auswirkungen auf den 
Fetus haben könnte, sind unzureichend erforscht. 
Im Hinblick auf die medikamentösen Behandlungsmöglichkeiten von Krebs während der 
Schwangerschaft wurden für die Durchführung nachfolgender toxikologischer Analysen 
Zytostatika als Testsubstanzen verwendet. Die Auswahl orientiert sich an der 
chemotherapeutischen Behandlung des Zervixkarzinoms, das vor allem in 
Entwicklungsländern immer noch eine der häufigsten Tumorarten im Rahmen einer 
Schwangerschaft darstellt (Hoellen 2012). Es wurden vier Wirkstoffe mit unterschiedlichen 
Wirkmechanismen (s. Abb. 5) untersucht: Cisplatin (Alkylanz), Paclitaxel 
(Mitosehemmstoff), Topotecan (Topoisomerase I -Hemmstoff) und Bleomycin 
(Antibiotikum). Eine detaillierte Beschreibung des jeweiligen Wirkmechanismus ist dem 
Anhang (s. 8.4) zu entnehmen. 
Einleitung 
25 
 
 
α-Tubulin
β-Tubulin
Bleomycin-Metallkomplex
Topoisomerase I
Topotecan  
Abb. 5: Angriffsorte und wesentliche Wirkmechanismen der getesteten Zytostatika 
Alle Zytostatika führen letztendlich zum Zellarrest und Zelltod: Paclitaxel verhindert die 
Desaggregation der Mikrotubuli, die Kernspindeln können nicht mehr abgebaut werden. Cisplatin geht 
einen Komplex mit den Nukleinbasen ein und wirkt damit als Disruptor der DNA- Replikation und 
Transkription. In Folge wird die Apoptose eingeleitet. Topotecan bindet an die Topoisomerase I, die 
Einzelstrangbrüche katalysiert und dadurch den Scherungsstress des DNA-Stranges abbaut, eine 
Voraussetzung für das Andocken der nachfolgenden DNA-Polymerase. Dadurch wird der 
Topoisomerase-DNA-Komplex stabilisiert, sodass der Einzelstrangbruch nicht mehr verschlossen 
werden kann (a). Durch den Kontakt mit weiteren Enzymen wie der DNA-Polymerase können auch 
Doppelstrangbrüche verursacht werden (b). Bleomycin komplexiert vorwiegend Fe(II) als 
zweiwertiges Metallkation, das durch radikale Sauerstoffverbindungen (ROS) zum Fe(III)-Komplex 
oxidiert wird. Durch die Bindung an Nukleotide verursacht der aktivierte Komplex DNA-
Strangbrüche (Mutschler 2013, Starobova und Vetter 2017). 
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2.4 Tierversuchsalternative Modellansätze in der Toxikologie 
In vitro und ex vivo Methoden sind eine wichtige Alternative zu Tiermodellen, die eine 
Forschung an humanen Zellen oder Gewebe ermöglicht. Bezogen auf Fragestellungen die 
menschliche Plazenta betreffend, können aufgrund ihrer einzigartigen Artspezifität viele 
Mechanismen nur anhand von Experimenten, die rein auf humanem Material basieren, 
erforscht und richtig verstanden werden. 
Doch auch in vitro Modelle bergen methodische Schwächen. Viele Experimente in der 
biologisch-pharmazeutischen Grundlagenforschung, das Wirkstoffscreening bspw., basieren 
auf zweidimensionalen (2D) zellbasierten Assays, die das physiologische Mikromilieu nur 
unzureichend widerspiegeln (Friedrich 2009). Im Bestreben einer besseren Simulation von in 
vivo Bedingungen sind in vitro Modelle durch eine Vielzahl innovativer Testverfahren 
geprägt. Ein Meilenstein war die Etablierung von dreidimensionalen (3D) Zellkulturmodellen, 
die das zelltypische Verhalten im Gewebeverband unter Berücksichtigung von Zell-Zell-
Interaktionen und Vorliegen einer extrazellulären Matrix (ECM) besser veranschaulichen 
(Kunz-Schughart et al. 2004). 
A B
proliferation
silent cells
hypoxia
apoptosis /
necrosis
 
Abb. 6: Schematische Darstellung der sphäroidalen Struktur 
A: Junger Sphäroid nach einer kurzen Kultivierung mit proliferierenden Zellen. B: Tumorsphäroid mit 
mehrschichtiger Struktur, bestehend aus proliferierenden Zellen am Rand, ruhenden, hypoxischen und 
nekrotischen Zellen in Richtung Sphäroidkern. Abbildung (Froehlich et al. 2016b). 
Das Sphäroidmodell findet Anwendung in zahlreichen Studien (s. Abb. 6). Vor allem in der 
Krebsforschung ist der Einsatz von multizellulären Tumorsphäroiden (MCTS) ein häufig 
beschriebener methodischer Ansatz, da diese Strukturen durch ihre geschichtete Morphologie 
in vivo Bedingungen avaskulärer Tumorregionen und Mikrometastasen imitieren (Mueller-
Klieser 1987, Sutherland 1988). Ab einem Durchmesser von > 500 µm werden die zentral 
liegenden Zellen der Sphäroide nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff und Nährstoffen 
versorgt. Gleichzeitig werden Stoffwechselabfallprodukte angereichert und der pH-Wert 
sinkt. Es kommt zur Ausbildung eines nekrotischen Kerns (Acker 1987, Carlsson und Acker 
1988). Die mittlere Schicht des Sphäroids besteht aus Zellzyklus-arretierenden Zellen, 
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während die Sphäroidperipherie durch proliferierende Zellen charakterisiert ist (Abb. 6 B). In 
schnell wachsenden Tumorzellen führt eine mangelnde Angiogenese gleichermaßen zu einer 
Entwicklung von Zellsubpopulationen mit proliferierenden Zellen in Kapillarnähe und 
hypoxischen, ruhenden und nekrotischen Zellen in avaskulären Regionen. Da das Modell der 
MCTS auch Zellen beinhaltet, die sich in der Ruhephase des Zellzyklus (G0-Phase) befinden 
und deshalb für Zytostatika schwer zugänglich sind, werden Sphäroide gerne für 
Chemoresistenzanalysen genutzt. Das Fehlen einfacher, standardisierter Techniken und 
Protokolle erschwert jedoch noch die Anwendung im High-Throughput-Screening im 
Rahmen der Wirkstofftestung.  
2.4.1 Spezies-spezifische Einflussfaktoren humanbasierter in vitro Modelle 
Ziel humanrelevanter in vitro Modelle ist es, Bedingungen zu generieren, die denen in vivo 
möglichst nahekommen. Die Verwendung humaner Zellen ist daher obligatorisch. 
Erstaunlicherweise wird jedoch für ihre Kultivierung standardmäßig eine Serumquelle nicht 
humanen Ursprungs eingesetzt: Fetales Kälberserum (FBS) dient aufgrund seiner vielfältigen 
Zusammensetzung aus Hormonen, Vitaminen, Bindungs- und Adhäsionsmolekülen als 
universeller Wachstumsfaktor in der Zell- und Gewebskultur (Gstraunthaler et al. 2013) und 
besitzt pH-puffernde und Protease-inhibierende Eigenschaften, wodurch die Zellvitalität 
sichergestellt wird (Jayme et al. 1988). Es gilt jedoch als unzureichend definiertes Medium 
(Gstraunthaler 2003). Sein Einsatz  hat abgesehen von ethisch bedenklichen Aspekten der 
Gewinnung Nachteile wie qualitative und quantitative Schwankungen sowie ein 
Kontaminationsrisiko mit Endotoxinen oder Mykoplasmen (Gstraunthaler et al. 2013). Auch 
wenn heute Maßnahmen existieren, um einige dieser Unzulänglichkeiten abzumildern, bspw. 
durch Prüfen des mikrobiellen Status oder verbesserte Tierschutzbedingungen (van der Valk 
et al. 2004), können Artunterschiede zwischen den Seren (z. B. Zusammensetzung von 
Proteinen oder miRNAs) das Zellverhalten unterschiedlich beeinflussen. Ein Beispiel ist die 
unterschiedliche Albumin-Ligand-Bindungskapazität bei FBS und Humanserum (HS) 
(Zeitlinger et al. 2011) oder die stärkere Folsäurebindung an bovines Serumalbumin (BSA) 
(Bourassa et al. 2011). Auch das Mischen von Faktoren verschiedener Spezies ist mit einem 
Interaktionspotenzial verbunden, was Auswirkungen auf die Zellversuche haben könnte. 
Obwohl seit Implementierung des von Russel und Burch postulierten „3R“ -Konzepts 
Bestrebungen bestehen, den Einsatz von FBS durch serumfreie Alternativen zu reduzieren, 
wird die Umstellung auf eine FBS-freie Zellkultur nicht zuletzt aufgrund des damit 
verbundenen Mehraufwandes gescheut. Serumfrei verfügbare Kulturmedien sind 
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charakterisiert durch eine hohe Zellspezifität und Informationen über ihre definierte 
Zusammensetzung sind meist schwer zugänglich (van der Valk et al. 2004). Demgegenüber 
schließt die Kultivierung von Zellen für die klinische Anwendung, wie humane 
mesenchymale Stammzellen (MSC), die Verwendung von FBS nahezu aus. Stattdessen 
stehen humane Blutderivate (HS, gefrorenes Frischplasma, Thrombozytenreiches Plasma, 
Plättchenderivate) als etablierte Alternativen zur Verfügung (Rauch et al. 2011). 
Abgesehen von den Serumzusätzen werden auch bei einigen in vitro Methoden Faktoren nicht 
humanen Ursprungs verwendet, dessen Tatsache hier exemplarisch ins Bewusstsein gerufen 
werden soll: Invasionsassays basieren häufig auf der Verwendung von Matrigel, isoliert aus 
dem Sekret einer murinen Sarkom-Zelllinie (Engelbreth-Holm-Swarm-Zellen). Es simuliert 
die ECM der Basalmembran und wird daher auch bei der Generierung von 3D-Modellen 
sowie im Bereich des „Tissue Engeneerings“ als Wachstumsgrundlage eingesetzt. Ebenfalls 
als Matrix genutzte Materialien sind die aus tierischen Proteinen zusammengesetzte Gelatine 
sowie Kollagen, das aus humanen und tierischen Quellen gewonnen werden kann.  
2.4.2 Die humane Plazenta für toxikologische Tests 
Die humane Plazenta kann selbst als Quelle verschiedenster Forschungsmodelle im Hinblick 
auf allgemeine sowie reproduktions- und schwangerschaftsbezogene toxikologische 
Fragestellungen dienen. Zahlreiche Zelllinien konnten aus Chorionkarzinomzellen (JEG-3, 
JAR, BeWo etc.) und immortalisierten Trophoblastzellen (HTR8/SVneo) etabliert werden 
und fanden bereits Anwendung in toxikologischen Tests (Huang und Leung 2009, Morck et 
al. 2010, Guinazu et al. 2012, Gohner et al. 2014). Obwohl sie viele Ähnlichkeiten zu 
primären Trophoblastzellen aufweisen, reagieren sie bedingt durch ihre maligne Eigenschaft 
hinsichtlich mancher Aspekte anders (Bilban et al. 2010, Morales-Prieto et al. 2012). 
Dieser experimentellen Schwäche kann durch die Verwendung von Primärzellen, isoliert aus 
villösem Gewebe oder Dezidua, vorgebeugt werden. Neben Zytotrophoblasten werden vor 
allem Immun- und Endothelzellen aus humanem Plazentagewebe (Kammerer et al. 2004, 
Male et al. 2012, Solder et al. 2012) für weitere Analysen gewonnen. Es muss jedoch 
berücksichtigt werden, dass die Isolationsmethode einen Stressfaktor für die Zellen darstellt, 
der ein artifizielles Verhalten provozieren kann. Des Weiteren verlieren die primären 
Trophoblastzellen in Kultur ihre Proliferationsfähigkeit (Gohner et al. 2014), andere Zelltypen 
können nur mit einer geringen Ausbeute für nachfolgende Experimente verwendet werden 
(Potgens et al. 2001). Primäre Trophoblastzellen werden besonders für Studien zu 
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Plazentatransfer und Metabolisierung von Xenobiotika genutzt, wobei hierbei eine Analyse zu 
unterschiedlichen Gestationsstadien erfolgen kann (Myllynen und Vahakangas 2013). 
Unter Verwendung von Zellen plazentaren Ursprungs werden auch 3D-Modelle im Rahmen 
von Plazentastudien eingesetzt. Es wurden bereits Sphäroide aus Trophoblastzelllinien 
generiert, um Implantationsvorgänge, Invasionsverhalten oder Trophoblastzelldifferenzierung 
zu erforschen (Weber et al. 2013, Korff et al. 2004, Buck et al. 2015, Lee et al. 2015). 
Humane Plazenta-Explantate, gewonnen aus Plazentagewebe des ersten oder dritten 
Trimenons, fanden bereits vielseitige Anwendung im Rahmen der Plazentaforschung. 
Gegenstand der Analysen sind primär villöses Gewebe, aber auch Dezidua oder Blutgefäße 
(Weber et al. 2013). Ein Vorteil dieses ex vivo Modells ist das Vorliegen verschiedenster 
Zelltypen (u. a. Trophoblastzellen, Fibroblasten, Endothelzellen, Immunzellen) unter 
Erhaltung des physiologischen Gewebeverbands, sodass eine erfolgreiche Kultivierung über 
mehrere Tage möglich ist (Miller et al. 2005, Orendi et al. 2011). Es muss jedoch für jedes 
Experiment eine neue Kultur angelegt werden, da eine dauerhafte Vitalität nicht gewährleistet 
werden kann. Explantate können dazu dienen, die Regulation von Transportenzymen oder die 
Anreicherung bzw. Metabolisierung von Fremdstoffen zu erforschen (Myllynen und 
Vahakangas 2013).  
Ein entscheidendes, jedoch arbeitsintensives sowie störanfälliges Modell für toxikologische 
schwangerschaftsbezogene Fragestellungen ist die humane Plazentaperfusion. Dabei wird 
eine Plazenta-Funktionseinheit, der Kotyledon, mit einer Testflüssigkeit durchströmt. Das 
experimentelle Setup kann je nach Fragestellung einseitig, also unter alleiniger Betrachtung 
des mütterlichen Kreislaufs, oder doppelseitig, unter Einschluss des mütterlichen und 
kindlichen Kreislaufs, sowie als offenes oder geschlossenes System gestaltet werden. Es 
erfordert eine intakte Plazenta, sodass in der Regel die Terminplazenten von gesunden Frauen 
Verwendung finden. Durch eine geringe Distanz zwischen maternalen und fetalen Gefäßen (s. 
2.1.2) ist hier die Transferrate sehr hoch. Die Perfusion von Terminplazenten stellt daher ein 
sensibles System dar, um das Potenzial eines Substanzübertritts vom maternalen zum fetalen 
Kreislauf zu ermitteln (Troen und Gordon 1958, Schniewind 1960, Vahakangas und 
Myllynen 2009, Hutson et al. 2011). Im Umkehrschluss lassen die erhobenen Daten jedoch 
keine Rückschlüsse auf den Plazentatransfer im ersten und zweiten 
Schwangerschaftstrimenon zu. Die Adaption der Diffusionsstrecke im Laufe der Gestation 
setzt andere Gegebenheiten voraus (Benirschke et al. 2012). Weltweit führen nur einige 
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wenige Forschungslabore humane Plazentaperfusionen durch und ein experimenteller 
Vergleich wird aufgrund fehlender standardisierter Kriterien erschwert. Die in vivo 
Bedingungen werden zwar besser simuliert als in den zuvor beschriebenen Modellen, 
dennoch kann die Perfusion eines einzelnen, isolierten Kotyledons nicht die vollständigen 
physiologischen Konditionen abbilden. Pharmakokinetische Einflussfaktoren wie die 
Serumalbuminkonzentration lassen sich bspw. nur im Kontext des vollständig vorliegenden 
Kompartimentsystems richtig erfassen (Myllynen und Vahakangas 2013). 
2.4.3 Potentielle Biomarker für toxikologische Aspekte 
Während darauf abgezielt wird, Modelle möglichst realistisch zu entwickeln, ist es genauso 
entscheidend, den durchgeführten Analysen geeignete, valide und verlässliche Parameter für 
eine Evaluierung zugrunde zu legen. Darüber hinaus muss die Zellvitalität für den 
Versuchszeitraum durch Kontrollanalysen sichergestellt werden. Für die Plazentatoxizität 
werden je nach Modell eine Reihe von Biomarkern und Methoden genutzt, die einen 
potentiell schädigenden Effekt der Testsubstanz auf plazentare Zellen nachweisen sollen. Eine 
starke Schädigung kann im Rahmen von Proliferations- bzw. Vitalitätsassays gezeigt werden. 
Bei Zelllinien können darüber hinaus funktionelle Assays veränderte Zelleigenschaften, wie 
Invasions- oder Migrationsverhalten, zeigen. Leicht toxische Effekte hingegen, welche die 
Zellvitalität noch nicht beeinflussen, haben möglicherweise Auswirkungen auf die Sekretion 
verschiedener Botenstoffe. Viele Plazenta-stämmige Zellen setzen Hormone wie hCG, 
Progesteron oder Estradiol frei und sezernieren eine Vielzahl von unterschiedlichen 
Zytokinen, Enzymen oder Metalloproteinasen (Bahn et al. 1981, Schropfer et al. 2010, 
Markert et al. 2011, Akhter et al. 2012). Kulturüberstandsanalysen nach Inkubation mit der 
Testsubstanz können daher endokrine Disruption oder immunologische Fehlsteuerungen 
sichtbar machen. Viele dieser Analysen sind auch auf Zellen in 3D-Strukturen anwendbar. 
Erste morphologische Schädigungen werden anhand von lichtmikroskopischen Aufnahmen 
(Friedrich et al. 2007) oder nach Färbungen mit Fluoreszenzfarbstoffen wie MitotrackerTM 
erkannt, wobei auch Z-Stack-Querschnittsaufnahmen durchführbar sind. An 3D-Modelle 
angepasste immun-/histologische Analysen können zusätzlich Informationen liefern. Für 
manche Versuche, z. B. bei FACS-Analysen, ist eine vorherige Dissoziation mittels Trypsin 
oder Accutase nötig. Modelle basierend auf Plazentagewebe sind prädestiniert für 
histologische oder histochemische Analysen, die eine Gewebsschädigung offenlegen können 
(de Oliveira Gomes et al. 2011). Bei perfundierten Kotyledonen können histologische 
Untersuchungen Aufschluss über eine Anreicherung der Testsubstanz im Gewebe bzw. in 
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bestimmten Kompartimenten oder Zelltypen geben (Schamberger et al. 2013, Heinzelmann et 
al. 2009). Ein möglicher Substanztransfer durch die Plazenta kann via 
Konzentrationsbestimmungen im fetalen Kreislauf anhand des doppelseitigen 
Perfusionsmodels abgeklärt werden (Vahakangas und Myllynen 2009). Im Zusammenhang 
mit Substanztransferanalysen werden oft auch Funktionen wichtiger Plazentatransporter 
untersucht. Beispiele dafür sind membrangebundene Glukosetransporter (GLUTs) oder die 
pharmakokinetisch wichtigen ABC-Transporter (Blundell et al. 2016, Joshi et al. 2016). Die 
Aktivität metabolisch wirksamer Plazentaenzyme wie der Aromatase (CYP19) kann ebenfalls 
durch die Testsubstanz beeinflusst sein (Vahakangas und Myllynen 2009). Darüber hinaus ist 
es möglich, intrazelluläre Faktoren, wie RNA oder miRNA, in die Analysen einzuschließen 
(Bilban et al. 2010, Fitzgerald et al. 2010, Morales-Prieto et al. 2012). Das in 
schwangerschaftsassoziierten pathologischen Zuständen veränderte Profil von plazentär 
freigesetzten Exosomen samt Inhalt, bspw. miRNA des C19-miRNA-Clusters, deutet auf ihr 
diagnostisches Potenzial hin (Ouyang et al. 2014). 
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3. Ziele der Arbeit 
Die humane Plazenta soll aufgrund der dargestellten Vorteile gegenüber Tierversuchen im 
Rahmen dieser Arbeit als Ressource verschiedener Modelle für toxikologische 
Fragestellungen dienen. Untersucht werden die immortalisierten Trophoblast-Zelllinien 
HTR8/SVneo und JEG-3, kultiviert als Monolayer (2D) oder geformt zu sphäroidalen 
Strukturen (3D), sowie villöse Plazenta-Explantate. Die Verwendung von FBS als 
Serumzusatz wird dabei kritisch hinterfragt, indem dessen Effekte auf Zelleigenschaften mit 
denen von HS verglichen werden. Aufgrund der zunehmenden Koinzidenz von 
Schwangerschaft und Krebs sollen Zytostatika als toxische Agentien in diesen Modellen 
untersucht werden. Dabei ist beabsichtigt, Erkenntnisse über die Krebsbehandlung während 
der Schwangerschaft zu gewinnen. Für eine bessere Einschätzung wird die zytotoxische 
Wirkung auf plazentare Zellen im Vergleich mit der auf Krebszelllinien untersucht. Da das 
Zervixkarzinom zu einer der häufigsten Krebsdiagnosen im Rahmen einer Schwangerschaft 
zählt, sollen HeLa- und SiHa-Zellen für die Analysen Verwendung finden.  
Die Zielsetzung lässt sich folgendermaßen konkretisieren:  
- Analyse der Effekte von HS als Serumzusatz für die Kultivierung humaner Zellen im 
Vergleich zu FBS 
- Etablierung plazentarer Modelle und Charakterisierung hinsichtlich ihrer Eignung für 
toxikologische Fragestellungen 
- Analyse des toxischen Einflusses von Zytostatika auf die trophoblastären Zelllinien 
HTR8/SVneo und JEG-3 im 2D-, 3D-Modell sowie auf Explantate von 
Terminplazenten gegenüber den Effekten auf die Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und 
SiHa 
- Analyse des diagnostischen Potenzials von plazentaren Exosomen im Hinblick auf 
pathologische Schwangerschaftszustände 
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4. Methodik 
4.1 Humane Zelllinien und Zellkultur 
4.1.1 Trophoblast-Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 
Die beiden humanen Trophoblastzelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 (s. Abb. 7) sind im 
Placenta Labor Jena bereits langjährig etabliert. Die HTR8/SVneo-Zelllinie wurde von Dr. 
Charles Graham, Kingston, ON, Canada, zur Verfügung gestellt (Graham et al. 1993). Die 
Zellen entstammen extravillösen Trophoblastzellen humaner Plazenta des ersten Trimenons. 
Die Immortalisierung der Zellen erfolgte mittels Plasmid-Gentransduktion des simian Virus 
(SV) 40 large T Antigens und müssen daher unter Gentechnik Sicherheitsstufe 1 behandelt 
werden. Die JEG-3-Zelllinie (ATCC® HTB-36™) ist erstmals in den 1970er-Jahren von 
Kohler et al. aus humanem Chorionkarzinom isoliert worden (Kohler und Bridson 1971). In 
Kultur wächst die Zelllinie in Form von Zellaggregaten. 
4.1.2 Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa- und SiHa 
Die HeLa- und SiHa-Zelllinien (s. Abb. 7) sind humane Epithelzellen des Zervixkarzinoms. 
Bei den HeLa-Zellen (ATCC® CCL-2™) handelt es sich um die ersten Zellen humanen 
Ursprungs, aus denen eine permanente Zelllinie in vitro etabliert wurde (Adey et al. 2013). 
Sie wurden ursprünglich aus dem vom humanen Papillomvirus 18 (HPV18) befallenen 
Tumorgewebe von Henrietta Lacks entnommen (Gey et al. 1952). In den SiHa-Zellen 
(ATCC® HTB-35™) liegt eine subgenomische Kopie von HPV16 vor. Sie wurden 1970 
erstmals von Friedl et al. beschrieben und entstammen aus einem squamösen Tumorgewebe 
(Friedl et al. 1970). 
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Abb. 7: Morphologie von Trophoblast- (oben) und Zervixkarzinom- (unten) Zelllinien 
Die Kultivierung der adhärent wachsenden vier untersuchten Zelllinien erfolgte in Zellkulturflaschen 
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, DE). Maßstab = 100 µl. 
Allen Zellkulturmedien (Gibco, Paisley, UK) wurden 1000 U/ml Penicillin & Streptomycin 
(Life Technologies, Grand Island, New York, USA) zur Vermeidung bakterieller 
Kontaminationen und 10 % FBS (Sigma-Aldrich, Steinheim, DE) hinzugesetzt. Die Zellen 
wurden unter standardisierten Bedingungen bei 37 °C, 95 % Luftfeuchte und 5 % CO2 im 
Brutschrank kultiviert. Bei Erreichen einer Konfluenz von ca. 90 % erfolgte das Passagieren 
der Zellen. Für alle Zelllinien konnte in regelmäßigen Abständen eine Mykoplasmenfreiheit 
bestätigt werden (iNtRON biotechnology, Seongnam, Korea). Die Identitätsprüfung erfolgte 
mit der STR-Analyse. Eine nähere Charakterisierung der Zellen sowie die Angabe des 
entsprechenden Kulturmediums sind Tabelle 1 zu entnehmen. 
Tab. 1: Charakteristika der verwendeten Zelllinien 
Zelllinie Establishment Ursprung Verdopplungszeit (h) 
Eigenschaften  
in vitro Kulturmedium 
HeLa 
1952  
(Gey et al.) 
Zervix 24 (Masters und 
Palsson 1999) 
epithelial, adhärent DMEM  
high glucose  Adenokarzinom  HPV-18 positiv 
SiHa 
1970  
(Friedl et al.) 
Zervix 25,9 (De Schutter et 
al. 2013) 
epithelial, adhärent DMEM  
high glucose  Plattenepithelkarzinom HPV-16 positiv 
HTR8/SVneo 
1993 
(Graham et al.) 
Plazenta 30-40 epithelial, adhärent 
RPMI 1640 Primäre Trophoblastzellen Zytokeratin positiv 
JEG-3 
1970  
(Kohler et al.) 
Plazenta 24 epithelial, adhärent 
Ham's F-12 Chorionkarzinom produziert ß-hCG 
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4.2 Sphäroidmodell 
4.2.1 Herstellung von Sphäroiden 
Die Bildung sphäroidaler Strukturen ist mittels „hanging drop“ -Methode durchgeführt 
worden. Dazu wurden die Zellsuspensionen in Tropfen auf den Deckeln nicht adhärenter 
Petrischalen (Greiner Bio-One) ausgesät. Die Deckel wurden jeweils auf den Boden einer mit 
PBS gefüllte Petrischale gesetzt, um ein luftfeuchtes Klima sicherzustellen (s. Abb. 8). Die 
trophoblastären Zelllinen HTR8/SVneo und JEG-3 wurden in einer Konzentration von 10.000 
Zellen/Tropfen (20 µl) ausgesät und für 24 h kultiviert. Für die Generierung von Sphäroiden 
mit den Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa sind 1.000 und 5.000 Zellen/Tropfen 
verwendet worden. Die Kultivierungsdauer im hängenden Trpfen betrug drei Tage. Zur 
Verbesserung der Ausbildung sphäroidaler Strukturen ist der Viskositätserhöher Methocel 
Herstellung: 6 g Methylcellulose (Sigma-Aldrich) in 500 ml DMEM Low Glucose (Gibco) 
gemischt im Verhältnis 1:1 mit Ham’s F-12 Nut Mix-Medium (Gibco) unter Zusatz von 10 % 
FBS eingesetzt worden. Nach vorgesehener Kultivierungszeit (37 °C, 95 % Luftfeuchte und 
5 % CO2) wurden die gebildeten Sphäroide für nachfolgende Experimente geerntet. 
 
Abb. 8: Sphäroidbildung gemäß der „hanging drop“ -Methode 
Durch die Kultivierung der Zellsuspension im hängenden Tropfen in einer mit PBS gefüllten 
Petrischale entsteht eine Zellanhäufung im Tropfeninneren. 
4.2.2 Weiterkultivierung von Sphäroiden 
Für eine weiterführende Kultivierung der gebildeten Sphäroide außerhalb des hängenden 
Tropfens wurden 96-Well Platten (Greiner Bio-One) mit einer 2 %igen polyHEMA-Lösung 
Herstellung: Verdünnung einer 12 %igen Lösung (Polysciences, Eppelheim, DE) in Ethanol 
(Nordbrand, Nordhausen, DE) beschichtet, die das Anwachsen der Sphäroide verhindern 
sollte. Nach Vorlegen des jeweils verwendeten Zellkulturmediums (250 µl/Well, s. Tab. 1) 
wurden die Sphäroide mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze in je ein Well der 
beschichteten Platten überführt. Die Kultivierung in den beschichteten Platten betrug je nach 
verwendeter Zelllinie und weiterführenden Versuch ein bis vier Tage (s. 4.4.6, 4.5.1). 
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4.3 Plazenta-Explantate 
Die Plazenten wurden von der Klinik für Geburtsmedizin des Universitätsklinikums Jena zur 
Verfügung gestellt. Ein Ethikvotum sowie die jeweiligen Einwilligungserklärungen der 
Schwangeren lagen vor. Voraussetzung für die experimentelle Verwendung von Plazenten 
war das Vorliegen komplikationsfreier Schwangerschaften gesunder Frauen mit Entbindung 
zwischen der 39. und 41. SSW und ein Zeitfenster von 4 h für das In-Kultur-Bringen nach 
Entbindung, um eine ausreichende Vitalität des Gewebes sicherzustellen. 
Ausgehend von der maternalen Seite der Plazenta wurde villöses Gewebe medial und peripher 
entnommen und mit PBS unter Zusatz von 1 % P/S nahezu blutfrei gewaschen. Nach 
Entfernung von Chorionanteilen wurden Explantate mit jeweils 100 mg (± 5 mg) Gewebe 
präpariert und für die Kultivierung in 12-Well Platten mit 2 ml aus 37 °C vorgewärmten 
RPMI+F12 (50:50) Medium/Well überführt. Dem Medium wurden 10 % FBS und 1% P/S 
zugesetzt. Die Experimente ECV-betreffend wurden mit 10 % Exosomen-freiem FBS und 1% 
P/S im Kultivierungsmedium durchgeführt. Täglich wurde ein vollständiger Mediumwechsel 
vorgenommen. Die Explantate wurden bei 37 °C, 95 % Luftfeuchte und 5 % CO2 kultiviert. 
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4.4 PART I – Einfluss der Artspezifität von Serumzusätzen in der Zellkultur: 
Vergleich von HS mit FBS 
Die Experimentenreihe zur Untersuchung des Einflusses von HS im Vergleich zu FBS als 
Serumzusatz im Kulturmedium wurde mit den beiden Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und 
SiHa durchgeführt. Dazu wurden die Zellen in ihrem Kulturmedium (DMEM high glucose 
mit 10 % FBS und 1 % P/S) ausgesät, bevor ein Mediumwechsel unter Verwendung frisch 
hergestellten Testmediums mit 10 % FBS- oder 10 % HS-Zusatz vollzogen wurde. Die 
Methoden (s. Abb. 9) wurden mittels Triplikatbestimmung durchgeführt. Bezogen auf die 
Sphäroidversuche wurden für jede Testbedingung jeweils 30 „hanging drops“ hergestellt. Des 
Weiteren wurden für die Sicherstellung reproduzierbarer Ergebnisse die Sphäroidversuche 
mit einer zweiten Produktionscharge FBS sowie eigens hergestelltem gepoolten HS, das von 
drei Spenderinnen bereitgestellt wurde, durchgeführt. 
4.4.1 Zellmorphologie 
Um den Serumeinfluss im Kulturmedium auf das morphologische Erscheinungsbild der 
Zellen beurteilen zu können, wurden 500.000 Zellen/Well in 6-Well Platten ausgesät. Nach 
Anwachsen über Nacht wurde das Medium durch das jeweilige Testmedium mit 10 % FBS 
bzw. HS ersetzt (0 h). Die mikroskopische Analyse der Zellen erfolgte 24 h, 48 h und 72 h 
nach Inkubation mit dem Testmedium anhand eines Axiovert 25 CFL Mikroskops (Carl 
Zeiss, Jena, DE). 
4.4.2 Zellvitalität (MTS-Assay) 
Die Beurteilung der Zellvitalität wurde mithilfe eines CellTiter 96® AQueous One Solution 
Cell Proliferation Assays (Promega, Mannheim. DE) durchgeführt. Bei dieser 
kolorimetrischen Methode wird der Tetrazoliumfarbstoff 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) durch Oxidoreduktasen zu 
einem Formazan reduziert. Diese Oxidoreduktasen sind abhängig von Nicotinamidadenin-
dinucleotid (NADH) sowie seiner phosphorylierten Form (NADPH). Die Bildung des 
farbigen Formazans korreliert folglich mit der Stoffwechselaktivität der Zellen. Es wurden 
5.000 Zellen/Well über Nacht in eine 96-Well Platte ausgesät und anschließend das 
Kulturmedium durch das jeweilige Testmedium ersetzt. Nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h 
Inkubation wurde das Testmedium entfernt und jedes Well mit 100 µl DMEM ohne Phenolrot 
versetzt, da Phenolrot bei der gemessenen Wellenlänge absorbiert. Die Proben wurden für 4 h 
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bei 37 °C unter Lichtausschluss mit 20 µl MTS-Reagenz/Well inkubiert und anschließend bei 
462 nm spektrophotometrisch vermessen. Die gemessenen Absorptionen wurden Blank-
korrigiert (Medium ohne Zellen) und normalisiert zu den jeweiligen Kontrollen. 
4.4.3 Zellproliferation (BrdU-Assay) 
Der Cell Proliferation ELISA BrdU-Assay (Roche, Mannheim, DE) beruht auf dem Einbau 
von 5‘-bromo-2‘-deoxyuridine (BrdU) in die neu synthetisierte DNA anstelle von Thymidin. 
Die HeLa- und SiHa-Zellen wurden in einer Dichte von 5.000 Zellen/Well auf eine 96-Well 
Platte über Nacht ausgesät, bevor ein vollständiger Mediumwechsel unter Verwendung des 
Testmediums vollzogen wurde. Nach 0 h, 24 h, 48 h und 72 h wurde dem Medium jeweils 
„BrdU labeling solution“ im Verhältnis 1:1.000 hinzugegeben und für 2 h inkubiert. Das 
Reagenz FixDenat sorgte anschließend für eine 30-minütige Fixierung sowie Denaturierung 
der Zellen. Durch die Zugabe eines Peroxidase-gelabelten anti-BrdU-POD Antikörpers für 90 
min wurde das in die DNA eingebaute BrdU gebunden. Nach Waschen und Versetzen mit 
POD-Substrat erfolgte die spektrophometrische Messung 5-minütig über einen Zeitraum von 
30 min bei einer Wellenlänge von 370 und 492 nm. Die Daten wurden Absorptions-korrigiert 
(A370–A492) dargestellt und zu denen der 0 h-Messung in Bezug gesetzt. 
4.4.4 Transwell-Invasionsassay 
Für den Invasionsassay wurden 100.000 Zellen in serumfreiem Medium in mit 30 l Matrigel 
(BD Biosciences, Heidelberg, DE) beschichtete Inserts (8 µm Porengröße, Merck Millipore, 
Burlington, MA, USA) ausgesät, die für 24-Well Platten normiert sind. Das Matrigel wurde 
zuvor mit serumfreiem für die jeweiligen Zellen typischerweise genutzten Kulturmedium im 
Verhältnis 1:3 verdünnt. Pro Well erfolgte unterhalb des Inserts eine Zugabe von 500 µl 
Testmedium und eine Inkubation über 24 h. Im Anschluss wurden die Zellen, die durch die 
Matrigel-beschichtete Membran gewandert waren, mit 80 % Ethanol fixiert, durch 
Kristallviolett angefärbt und mikroskopisch analysiert. Für die kolorimetrische Analyse bei 
einer Wellenlänge von 570 nm erfolgte ein Ablösen mit 1 % Essigsäure und Überführen von 
jeweils 100 µl/Well in 96-Well Platten. 
4.4.5 Migrationsverhalten 
Die Migrationsbestimmung wurde mithilfe von zwei methodisch verschiedenen Ansätzen 
durchgeführt. Das vertikale Migrationsverhalten der Zellen wurde analog zum Invasionsassay 
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unter Verwendung der 24-Well Inserts (Transwell Assay) bestimmt, wobei auf eine 
Matrigelbeschichtung verzichtet wurde. Dazu wurden jeweils 50.000 Zellen/Well ausgesät. 
Für den „Wound healing“ Assay wurden jeweils 600.000 Zellen über Nacht in 6-Well Platten 
ausgesät. Bei Vorliegen einer Konfluenz wurden mit einer Pipettenspitze Wunden in den 
Zellrasen geritzt. Die abgeschabten Zellen wurden mit PBS abgewaschen bevor die 
Kultivierung mit dem Testmedium stattfand. Um einer Zellproliferation vorzubeugen, wurde 
hierbei eine 1 %ige Serumkonzentration verwendet. Eine mikroskopische Auswertung des 
Wiederverschlusses der Wundfläche erfolgte 0 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Mediumwechsel 
unter Verwendung der Software ImageJ, Version 1.49 (National Institutes of Health, 
Bethesda, ML, USA). Hierbei wurden sechs Bilder/Well herangezogen (Triplikatbestimmung: 
18 Bilder/Bedingung und Messreihe). Es erfolgte eine Normalisierung der Daten zu den 
entsprechenden 0 h Messwerten. 
4.4.6 Generierung und Kultivierung von Sphäroiden 
Die Herstellung von Sphäroiden erfolgte anhand der beschriebenen „hanging drop“ Methode 
(s. 4.2.1) unter Verwendung der beiden Testmedien mit und ohne Zusatz von Methocel. Nach 
72 h Kultivierung im hängenden Tropfen wurden die gebildeten Strukturen für eine 
mikroskopische Bewertung (Imaging-Mikroskop Axio Observer Z1, Zeiss, Göttingen, DE) in 
poly-HEMA beschichtete 96-Well Platten überführt (s. 4.2.2) und mit 250 µl 
Testmedium/Well für 24 h weiterkultiviert. Pro Testbedingung wurden die geformten 
Zellstrukturen von jeweils 30 hängenden Tropfen mikroskopisch (AxioCam MRm Rev.3 
camera, Zeiss, Jena, DE) ausgewertet. 
 
Materialien und Methoden 
40 
 
 
Abb. 9: Experimenteller Aufbau, Part I 
Zur Untersuchung des Einflusses von Sera als Mediumsupplement in der Zellkultur auf das 
experimentelle Ergebnis wurden die beiden Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa im Monolayer 
sowie in der Sphäroidkultur unter Anwendung verschiedener Zellfunktionsassays untersucht. Dazu 
wurden die Zellen zunächst in ihrem Kulturmedium ausgesät (DMEM high glucose mit 10 % FBS und 
1 % P/S), bevor für den Experimentenstart das Medium durch das entsprechende Testmedium 
ausgetauscht wurde.  
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4.5 PART II – Toxikologische Analysen 
Die nachfolgenden Experimente wurden mit allen oben angegebenen Zelllinien und 
Kulturmodellen durchgeführt (s. Abb. 12). 
4.5.1 Inkubation mit Zytostatika 
Für die toxikologischen Untersuchungen wurden folgende Zytostatika (Stammlösung, 
Apotheke des Universitätsklinikums Jena) in drei verschiedenen Konzentrationen verwendet. 
Die Herstellung der Konzentrationen erfolgte mit dem jeweils typischerweise für die Zellen 
genutzten Kulturmedium (Tab. 1). 
Tab. 2: Verwendete Zytostatika, ihre zur Verfügung gestellte Stammlösung sowie daraus 
hergestellte Konzentrationen 
Die angegebenen Konzentrationen wurden unter der entsprechenden Bezeichnung (K1, K2 oder K3) 
durchgehend im Rest der Arbeit für die verschiedenen Versuche verwendet. Die Auswahl der 
Konzentrationen wurde nach den therapeutisch bei Patienten angewandten Dosierungen getroffen. 
Medikamente
Konzentration (µg/ml)
Stammlösung Konzentration 1 Konzentration 2 Konzentration 3
Cisplatin 200 5 10 25
Paclitaxel 1.000 5 25 60
Topotecan 100 0,5 1 2
Bleomycin 300 5 10 20
 
Therapieschemen mit Chemotherapeutika werden in Abhängigkeit von der Körperoberfläche 
der Patienten erstellt, sodass übliche Dosierungen in mg/m2 angegeben werden. Bei der Wahl 
der Konzentrationen wurden übliche therapeutische Dosierungen berücksichtigt (Mutschler 
2013). Unter Einbeziehung der Körperoberfläche (1,73 m2) und Blutmenge (5 l) eines 
durchschnittlichen Erwachsenen wurden die Blutäquivalentkonzentrationen als Richtwerte für 
die geplanten Experimente berechnet (Schmidt et al. 2007). 
Für jedes Kulturmodell erfolgte eine Inkubation mit der jeweiligen Substanz in den drei 
angegebenen Konzentrationen für 24 h und 48 h unter standardisierten Bedingungen (s. 
4.1.3). Für jede Testbedingung wurde im Monolayer eine Triplikat-, im Explantat-Modell 
eine Einfachbestimmung vorgenommen. Im 3D-Modell wurden jeweils zwölf Sphäroide mit 
der gleichen Konzentrationslösung/Zytostatikum versetzt. Zusätzlich wurden entsprechende 
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Kontrollen, unbehandelte Zellen, Sphäroide oder Explantate in ihrem jeweils etablierten 
Kulturmedium mitgeführt. 
Im Monolayer sowie im Sphäroidmodell wurde die Hälfte des Kulturmediums täglich 
ausgetauscht (Gesamtvolumen: 250 µl/Well), bei den Explantaten fand zur Sicherstellung 
einer ausreichenden Nährstoffversorgung ein vollständiger Mediumwechsel pro Tag statt 
(Gesamtvolumen: 2 ml/Well). Darüber hinaus wurde in diesem Modell eine Regenerationszeit 
von 24 h eingehalten, bevor die Inkubation mit den jeweiligen Testsubstanzen startete. Im 
Monolayer erfolgte die Zugabe der Zytostatika nach Anwachsen der Zellen über Nacht, im 
3D-Modell wurden die sphäroidalen Strukturen nach Bildung im hängenden Tropfen in 
jeweils ein Well einer 96-Well Platte überführt (HTR8/SVneo- und JEG-3-Zellen nach 24 h, 
HeLa- und SiHa-Zellen nach 72 h). Die Inkubation fand bei den trophoblastären Sphäroiden 
(hergestellt aus je 10.000 Zellen/Tropfen) direkt, für HeLa- (1.000 Zellen/Tropfen) und SiHa-
Zellen (5.000 Zellen/Tropfen) nach einer weiteren Kultivierungszeit von drei (SiHa) bzw. vier 
Tagen (HeLa) statt. Der Grund für einen unterschiedlichen methodischen Ansatz im 
Sphäroidmodell ist die Absicht, möglichst physiologische Bedingungen bei Vorliegen eines 
Zervixkarzinoms während der Schwangerschaft zu generieren: Während die Sphäroide aus 
Trophoblastzellen vitales Plazentagewebe abbilden sollen, werden die Sphäroide aus den 
beiden Zervixkarzinom-Zelllinien als Krebsmodell genutzt. Durch die kurze Generierungszeit 
bei den Trophoblastzell-Sphäroiden wurde die Ausbildung eines nekrotischen Kerns 
vermieden. Die unterschiedlich verwendete Zellanzahl bei der Generierung der Sphäroide ist 
einem unterschiedlichen Wachstumsverhalten der untersuchten Zelllinien geschuldet. Die 
Kultivierungsbedingungen wurden im Rahmen von Vorversuchen optimiert und waren 
Gegenstand einer Bachelorarbeit (Scholz 2016).  
4.5.2 Vitalitätsanalysen 
Monolayer 
Zur Bestimmung des Einflusses der Testsubstanzen und der verwendeten Konzentrationen auf 
die metabolische Aktivität der Zelllinien wurde der MTS-Assay (beschrieben unter 4.4.2) 
unter Verwendung von 5.000 Zellen in 250 µl/Well durchgeführt. 
Sphäroide 
Für jede Testbedingung, vorgegeben durch Medikament, Konzentration und Inkubationszeit, 
wurden acht Sphäroide mikroskopisch untersucht (s. 4.4.6), um den Einfluss der Zytostatika 
auf die Morphologie zu untersuchen. Die Durchmesser der sphäroidalen Strukturen wurden 
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anhand der Software ZEN lite 2.3 ermittelt und zu denen der entsprechenden Kontrollen 
normalisiert. 
Explantate 
Die Vitalität der Explantate wurde mit einem MTS-Assay bestimmt (s. 4.4.2). Nach 
Medikamenteninkubation wurde das Medium durch jeweils 500 µl phenolfreies DMEM und 
100 µl MTS-Reagenz ersetzt. Das Volumen wurde für die Messung nach 4 h Inkubation auf 
vier Wells zu je 120 µl in eine 96-Well Platte überführt und analog zu den Monolayer-
Analysen spektrophotometrisch analysiert. 
4.5.3 Glukose, Laktat, LDH und Hormonmessungen in Kulturüberständen 
Die Konzentrationsbestimmungen der einzelnen Marker in den Kulturüberständen wurden bei 
Sphäroiden sowie Plazenta-Explantaten durchgeführt. Bezogen auf die Sphäroidkulturen 
wurden pro Messreihe die Überstände von acht Sphäroiden, kultiviert jeweils unter denselben 
Bedingungen (Zytostatikum, Konzentration, Zeitpunkt), für die nachfolgende 
Konzentrationsbestimmung einzelner Vitalitätsmarker sowie Hormone gepoolt. Bei den 
Explantatkulturen erfolgten die Überstandsmessungen anhand einer angelegten 
Explantatkultur je Bedingung (Zytostatikum, Konzentration, Zeitpunkt). 
Die Messungen wurden am Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, 
Universitätsklinikum Jena, durchgeführt. Die verwendeten Messmethoden sind gemäß 
Herstellerangaben der verwendeten Kits im Anhang (s. 8.5) beschrieben. Die Analysen auf 
Glukose, Laktat und LDH sind basierend auf enzymatisch katalysierten Reaktionen 
spektrophotometrisch, ß-hCG anhand eines Chemilumineszenz-Mikropartikelimmunoassays 
am Architect i- Messsystem (Abbott GmbH, Lake Bluff, IL, USA) durchgeführt worden, die 
Steroidhormone Estradiol und Progesteron mit einem Immunoassay ELECSYS am Cobas 
e411 Analyzer (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, USA).  
4.5.4 Anfertigen von Schnittpräparaten 
Um Immunfärbungen an Sphäroiden durchzuführen, wurden diese für ein leichteres Handling 
in einen Koagulationsverband aus humanem Plasma und Fibrinogen eingeschossen. Jeweils 
acht Sphäroide, die denselben Testbedingungen ausgesetzt waren, wurden im Folgenden 
geerntet, mit PBS gewaschen und mit 200 µl humanem Blutplasma und 
20 µl Fibrinogenlösung (Stago Diagnostica, Asnieres-Sur-Seine, FR) versetzt. Die 
Koagulation zu einer gelartigen Blase wurde durch ein kurzes Schütteln mithilfe eines 
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Vortexmischers (1.800 rpm, 6 s) und anschließende 20-minütige Lagerung bei 
Raumtemperatur angeregt. Die Fixierung dieser „Sphäroidbubble“ sowie der Explantate aus 
villösem Plazentagewebe erfolgte in 4 % Paraformaldehydlösung (Avantor Performance 
Materials B.V., Deventer, NL) bei 5 °C. Für die Paraffineinbettung wurden die Proben in 
einer aufsteigenden Alkoholreihe für je 1 h (2 x 70 %, 2 x 96 % und 3 x 100 % Ethanol; Carl 
Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, DE) sowie Xylol (1:1 Gemisch aus Ethanol und Xylol, 2 x 
Xylol 100 %; VWR International GmbH, Darmstadt, DE) entwässert, nachfolgend mit 
Paraffin (Merck, Darmstadt, DE) infiltriert und zu einem Block gegossen. Mithilfe eines 
Rotationsmikrotoms wurden aus den Paraffinblöcken 4 µm dicke Schnittpräparate (Superfrost 
Plus; Menzel, Braunschweig, DE) angefertigt. 
4.5.5 Hämatoxylin-Eosin (HE)-Färbung 
Zur morphologischen Untersuchung von Sphäroiden und Explantaten wurde eine HE-Färbung 
durchgeführt. Dazu durchliefen die Schnittpräparate zur Rehydrierung eine absteigende 
Alkoholreihe (2 x 20 min Xylol, 2 x 2 min Ethanol 100 %, 2 x 2 min 96 %, 2 x 2 min 70 %; 
Nordbrand). Nach Waschen in ddH2O erfolgte eine einminütige Inkubation mit Hämatoxylin 
nach Mayer (Sigma), das die sauren Strukturen, wie z. B. die Zellkerne mit der darin 
enthaltenen DNA, anfärbt. Nach Bläuen mit Leitungswasser wurden die Proben für die 
Gegenfärbung der basischen Zellbestandteile, also Zytoplasmaproteine und Mitochondrien, 
mit Eosin (Sigma) für 1 min versetzt. Nach Durchlaufen der Alkoholreihe in Gegenrichtung 
wurden die Proben mit Histofluid (Marienfeld, Lauda-Königshof, DE) eingedeckt und bei 
Raumtemperatur getrocknet. 
4.5.6 Evaluierung morphologischer Schäden an Plazentagewebe anhand HE-
gefärbter Schnittpräparate 
Die Evaluierung der morphologischen Schädigung villösen Gewebes von humanen 
Terminplazenten beruht auf einem von Turowski und Froehlich etablierten Scoringsystem 
(Froehlich et al. 2016a). Dieses Bewertungssystem umfasst fünf morphologische Kriterien, 
die das villöse Plazentagewebe charakterisieren: Das Erscheinungsbild der Zellkerne des 
Synzytiotrophoblasten (1), die Membranstruktur (2), Ablagerungen von Fibrin im Stroma (3), 
die Bildung von Proliferationsknoten, eine Anhäufung und teilweise Verschmelzung von 
Zellkernen, (4) sowie das Ablösen des Synzytiotroblasten, was nachfolgend als subepitheliale 
Vakuolisierung (5) zu sehen ist (s. Abb. 10). 
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Abb. 10: Klassifikation morphologischer Veränderungen von Terminplazenten  
Die morphologischen Veränderungen werden nach Grad der Schädigung in verschiedene 
Bewertungsstufen („Scores“) (0 – 3) eingeteilt. Maßstab = 50 m. 
Jede Probe wurde in fünf Gesichtsfeldern in einer 200-fachen Vergrößerung untersucht. In 
jedem Gesichtsfeld wurden die Veränderungen aller oben genannten fünf Strukturen der 
Plazentazotte klassifiziert von unauffällig (Score 0) bis auffällig (Score 3). Anschließend 
wurden die jeweiligen Mittelwerte pro Kriterium sowie der „Total Score“ ermittelt, der die 
Summe der erhobenen Mittelwerte aller fünf Kriterien widergibt. Im Ergebnisteil wurden die 
Zahlenwerte anhand von Heatmaps (Drei-Farben-Skala, orientiert am Ampelsystem: grün – 
keine/leichte Schädigung, rot – starke Schädigung) dargestellt. Die Farbabstufung je 
Kriterium ist durch den Größenbereich der jeweils ermittelten Werte bedingt. Daher ist für 
eine bessere Einschätzung der Range je Kriterium mitabgebildet. 
4.5.7 Immunhistochemie 
Die Schnitte wurden in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert (methodischer Ansatz 
s. 4.5.5). Durch die darauffolgende Inkubation mit 0,9 % Wasserstoffperoxid in Methanol 
(beides Roth) für 30 min erfolgt die Blockierung der endogenen Peroxidase, die falsch 
positive Signale hervorrufen kann. Nach dem Waschen mit dH2O wurden die Proben für  
8 min bei 95 °C und einem pH von 6,0 (Natrium-Citrat-Puffer, hergestellt aus dH2O 
Zitronensäure und Natrium-Citrat; beides Merck, Darmstadt, DE) einer Hitzebehandlung im 
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Schnellkochtopf unterzogen. Diese Behandlung dient zur Demaskierung der Epitope. Die 
Inkubation mit nachfolgenden Substanzen fand in einer feuchten, abgedunkelten Kammer 
statt. Zwischen den einzelnen Schritten wurden die Schnitte jeweils für 2 x 2 min in PBS mit 
1 % BSA gewaschen. Um unspezifische Bindungen zu vermeiden, wurden die Proben 
zunächst für 20 min mit Serum, orientiert an der Spezies des eingesetzten Antikörpers (Vector 
Laboratories, Burlingame, USA), behandelt, bevor die Inkubation mit dem Primärantikörper 
bei 4 °C über Nacht erfolgte (Antikörper in ihrer eingesetzten Verdünnung s. Tabelle 3). Die 
Visualisierung des Antigen-Antikörper-Komplexes basiert auf der indirekten ABC-Methode. 
Dazu wurden die Proben für 30 min mit einem biotinylierten Sekundärantikörper versetzt, der 
gegen den Primärantikörper gerichtet ist und durch die Biotin-Markierung an das tetramere 
Glykoprotein Avidin bindet. Als Amplifikator dient eine avidingekoppelte Peroxidase, die die 
Umsetzung eines Chromogens katalysiert. Als Farbsubstrat wurde 3,3‘-Diaminobenzidin 
(DAB; Liquid DAB + Substrate, DAKO, Glostrup, DK) verwendet, das für 30 min mit den 
Schnitten inkubierte. Es folgte Gegenfärbung mit Hämatoxylin nach Mayer und eine 
Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe sowie das Eindeckeln mit Histofluid 
(methodischer Ansatz s. 4.5.5). 
Tab. 3: Verwendete Antikörper (human, monoklonal) und verwendete Konzentrationen 
Antigen Verdünnung Hersteller
Mouse Anti- Ki67 1:50 Dako, Glostrup, DK
Rabbit Anti- cPARP 1:200 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
Rabbit Anti- P27kip 1:1.800 Cell Signaling, Danvers, MA, USA
 
Alle immun-/histologischen Analysen wurden anhand des Mikroskop Axioplan 2 imaging mit 
AxioCam HRc Kamera und mit AxioVision-Mikroskopsoftware (Zeiss) durchgeführt. 
4.5.8 Isolierung der Extrazellulären Vesikel (ECV) aus Kulturüberständen von 
Explantatkulturen 
Für die Quantifizierung von ECV in Plazenta-Explantaten wurden die Kulturüberstände nach 
erfolgter Inkubation mit den jeweiligen Testsubstanzen gesammelt und diejenigen unter 
denselben Testbedingungen innerhalb einer Messreihe vereinigt (3 Wells zu je 2 ml = 6 ml 
Gesamtvolumen). Anschließend wurden die Überstände bis zur Weiterverarbeitung bei -80 °C 
gelagert. 
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Die Isolierung der ECV (s. Abb. 11) erfolgte durch eine Kombination aus Ultrazentrifugation 
und Verwendung des Total Exosome Isolation Kits (Invitrogen, Waltham, USA). Während 
bei der Zentrifugation Partikel gemäß ihrer Sedimentationsgeschwindigkeit in Gruppen 
fraktioniert werden, bindet das Reagenz Wassermoleküle und zwingt schlecht lösliche 
Komponenten aus ihrer Lösung. 
Zunächst wurden Zelltrümmer und abgestorbene Zellbestandteile durch Zentrifugieren bei 
2.000 x g für 30 min entfernt. Die Abtrennung der Mikrovesikel erfolgte im 2. Schritt bei 
18.900 x g für 30 min bei 4° C. Das Mikrovesikel-Pellet wurde bei -80 °C für zukünftige 
Analysen aufbewahrt, wohingegen der Überstand für die Isolation der Exosomen durch einen 
0,8/0,2 µm Filter (Pall, Dreieich, DE) filtriert und das Isolationsreagenz gemäß 
Herstellerangaben im Volumenverhältnis [1:2] hinzugegeben wurde. Nach Resuspension 
inkubierten die Proben bei 4 °C über Nacht und wurden abschließend in 
Zentrifugationsröhrchen (Beckman Coulter, Kalifornien, USA) bei 10.000 x g für 1 h bei 4 °C 
pelletiert. Die Exosomenpellets wurde in 100 µl PBS resuspendiert und bei -80 °C 
zwischengelagert. 
 
Abb. 11: Isolation von ECV aus Kulturüberständen 
Mikrovesikel und Exosomen wurden aus Überständen von Plazenta-Explantatkulturen mittels serieller 
Zentrifugationsschritte sowie unter Anwendung eines Isolationskits angereichert. 
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4.5.9 Nanopartikel Tracking Analyse (NTA) 
Zur Bestimmung der Größenverteilungen und der Konzentrationen von Exosomen wurde ein 
NanoSight LM-10 Mikroskop (Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) verwendet. Nach 
Auftauen der Proben bei Raumtemperatur wurden die Suspensionen in einer Verdünnung mit 
PBS [1:10] zu je 500 µl in die Apparaturküvette überführt. Mit einem Laser (λ = 638 nm) 
erfolgte eine Anregung der in der Probe enthaltenen Partikel zur Lichtstreuung, die mit einer 
mikroskopischen Linse 20-fach vergrößert dargestellt wurde. Eine integrierte CCD-Kamera 
(30 fps) diente zur Aufnahme der Partikel in Brownscher Molekularbewegung. Die  
30-sekündigen Videoaufnahmen/Probe wurden mit der Analysesoftware NTA-Version 2.3 
ausgewertet, die auf dem Prinzip der Stokes-Einstein-Gleichung die Partikelgröße sowie  
-konzentration der Exosomen bestimmt. Die Geräteeinstellungen wurden anhand von 
Vorversuchen optimiert (detection thresold 6 Multi; blur automatic; min exspected size 
automatic) und für alle Messreihen beibehalten. Die Proben wurden bei 22 °C vermessen. 
 
Abb. 12: Experimentelles Vorgehen, Part II 
Für die toxikologischen Untersuchungen wurden drei verschiedene Kulturmodelle verwendet. Die 
Trophoblast-Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 sowie die Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa 
wurden in der Monolayerkultur sowie in Form von Sphäroiden untersucht. Die Plazenta-Explantate 
entstammen villösem Gewebe terminaler Plazenten unkomplizierter Schwangerschaften. Nach 
Inkubation mit Zytostatika wurden je nach Modell verschiedene Methoden für die Evaluierung 
toxischer Effekte genutzt. 
4.6 Statistik 
Alle Experimente wurden in mindestens drei unabhängigen Messreihen (n=3) durchgeführt. 
Bezogen auf die Versuchsreihe I (Serumeffekte) erfolgte für jede Messreihe eine 
Triplikatbestimmung. Die Sphäroidassays wurden in fünf Messreihen (n=5) mit je 30 
angesetzten „hanging drops“/Testbedingung vorgenommen. Für die Sphäroidversuche mit 
einer zweiten Produktionscharge FBS sowie mit gepoolten HS wurden drei Messreihen (n=3) 
mit je 30 „hanging drops“/Testbedingung durchgeführt. Um Effekte, die durch den 
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Mediumwechsel (=Experimentenstart) selbst hervorgerufen sein könnten, auszuschließen, 
wurde eine weitere Messreihe (n=1) mit je 30 „hanging drops“ mit Zellen vorgenommen, die 
zuvor für fünf Passagen in Medium mit 10 % HS und 1 % P/S kultiviert worden waren. Die 
statistische Auswertung erfolgte für Versuchsreihe I auf Grundlage des „paired two-tailed 
Student’s t-test“. Bezogen auf die Experimente zur Charakterisierung der untersuchten 
Modelle im Rahmen der Versuchsreihe II erfolgte ebenfalls eine Auswertung anhand von drei 
unabhängigen Messreihen (n=3). Soweit nicht anders erwähnt (s. 5.2.1), wurde ebenfalls eine 
Triplikatbestimmung durchgeführt. Für die toxikologischen Analysen bei Versuchsreihe II 
unterschied sich die Anzahl der Mehrfachbestimmungen/Messreihe zwischen den 
untersuchten Kulturmodellen aufgrund ihrer unterschiedlichen Komplexität (s. Tab. 4). Für 
jede Testbedingung, definiert durch Zytostatikum, Konzentration und Zeitpunkt, wurde im 
Monolayer eine Triplikat-, im Explantat-Modell eine Einfachbestimmung vorgenommen. Im 
3D-Modell wurden jeweils zwölf Sphäroide mit der gleichen Konzentrationslösung/ 
Zytostatikum versetzt, davon jeweils 8 Sphäroide für die statistische Analyse herangezogen 
(s. 4.5.1). Alle erhobenen Daten im Rahmen der Versuchsreihe II wurden mit der SPSS 
Software (IBM SPSS Statistics 24, Armonk, NY, USA) unter Verwendung eines linear 
gemischten Modells mit Bonferoni-Korrektur ausgewertet. Hierbei stand das Institut für 
Medizinische Statistik, Informatik und Datenwissenschaften des Universitätsklinikums Jena 
beratend zur Seite. Die Darstellung aller Daten basiert auf den Mittelwerten  
 Standardabweichung (SD), *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 bzw. §p < 0,05, §§p < 0,01, 
§§§p < 0,001 wurde als statistisch signifikant definiert. 
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Tab. 4: Übersicht über die erhobene Datenmenge im Rahmen der toxikologischen Analysen  
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5. Ergebnisse  
5.1 Effekte von HS im Vergleich zu FBS in der Zellkultur 
5.1.1 HS fördert die Zellvitalität und -proliferation 
HeLa SiHa
 
Abb. 13: Serumeinfluss auf die Zellmorphologie 
HeLa und SiHa Zellen wurden in einer Dichte von 500.000 Zellen/Well in 6-Well Platten in ihrem 
Erhaltungsmedium ausgesät. Nach Anwachsen erfolgte ein Mediumwechsel (2 ml/Well) mit je frisch 
zugesetztem 10 %igem FBS oder HS (Testmedium, 0 h). Die Zellen wurden mikroskopisch 24 h und 
48 h nach Mediumwechsel analysiert, Aufnahmen wurden repräsentativ abgebildet. 
Zur Bestimmung der metabolischen Aktivität, ein indirekter Indikator für die Zellvitalität, 
wurden die Zervixkarzinomzellen über einen Zeitraum von drei Tagen in Medium mit FBS 
oder HS kultiviert. Morphologische Unterschiede unter Verwendung der verschiedenen 
Serumzusätze konnten dabei nicht festgestellt werden (s. Abb. 13). Bezogen auf die 
metabolische Aktivität zeigten die Zellen unter FBS eine leicht stärkere metabolische 
Aktivität (s. Abb. 14 A), was durch eine zweite Versuchsreihe mit Testung verschiedener 
Serumkonzentration (0,5, 5 und 10 %) bestätigt wurde. Bei SiHa-Zellen führte der Zusatz von 
FBS und HS in allen verwendeten Konzentrationen gegenüber Zellen, die ohne Serumzusatz 
kultiviert wurden, zu einer signifikanten Steigerung der metabolischen Aktivität nach 72 h  
(s. Abb. 14 B). Diese stieg mit zunehmender Serumkonzentration kontinuierlich an (FBS: 82 
 219 %; HS: 72  138 %). Auch für die HeLa-Zellen konnte ein signifikanter Effekt bei 5 
und 10 %igen Serumzusätzen im Kulturmedium um bis zu 405 % beobachtet werden. Beim 
Vergleich von HS mit FBS wurde ein signifikanter Unterschied allein bei einer 0,5 %igen 
Serumkonzentration festgestellt (dargestellt mit § in Abb. 14 B). Beide Sera übten über einen 
Kultivierungszeitraum von 72 h einen ähnlichen proliferationsfördernden Effekt auf die 
HeLa- und SiHa-Zellen aus, nachgewiesen mittels BrdU-Assay (s. Abb. 14 C). Tendenziell 
proliferierten HeLa-Zellen schneller durch eine Kultivierung mit HS (nicht signifikant). 
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Abb. 14: Zellvitalität und Proliferation nach Kultivierung unter FBS- oder HS-Zusatz 
A: Die Bestimmung der metabolischen Aktivität erfolgte mittels MTS-Assay an jeweils 5.000 HeLa 
bzw. SiHa-Zellen in einem Well einer 96-Well Platte. Dazu wurde eine spektrophotometrische 
Messung (OD: 490 nm) in einem Zeitabstand von 0 h, 24 h, 48 h und 72 h nach Mediumwechsel und 
Zugabe des jeweiligen Testmediums (250 l/Well) durchgeführt. Die Daten wurden normalisiert zu 
den 0 h-Werten. B: Der MTS-Assay wurde ebenfalls mit 0,5, 5 und 10 %igen Serumkonzentrationen 
nach einer 72 h Inkubation durchgeführt, wobei die erhobenen Werte auf solche Kulturen bezogen 
wurden, die ohne jegliche Serumsupplementation wuchsen (dargestellt als 100 % Linie). C: Die 
Zellproliferation wurde anhand des BrdU-Assays ermittelt. Das methodische Vorgehen erfolgte analog 
zum MTS-Assay mit einer Normalisierung der Daten auf die 0 h-Werte. Die Balkendiagramme stellen 
MW  SD dar (n=3; Triplikatbestimmung). *p < 0,05, **p < 0.01 für die Kultur mit vs. ohne 
Serumzusatz (100 % Linie), §p < 0,05 für die Kultur mit FBS vs. HS; Student’s t-test (gepaart, 
zweiseitig). 
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5.1.2 HS verstärkt Invasions-, aber nicht Migrations-Zelleigenschaften 
Die Zellinvasion wurde anhand des Transwell Assays bestimmt. Hier führte die Kultivierung 
mit HS zu signifikant stärkeren zellinvasiven Eigenschaften, bei SiHa-Zellen um 23 %, bei 
HeLa-Zellen um bis zu 43 % (s. Abb. 15 A). Auch die Migration der Zellen wurde durch HS 
im Kulturmedium verstärkt, jedoch wichen die Ergebnisse von FBS und HS nicht signifikant 
voneinander ab (s. Abb. 15 B). 
 
Abb. 15: Serumeffekte auf Zellinvasion und -migration 
A und B: HeLa- und SiHa-Zellen wurden in je 200 l serumfreiem Medium auf Transwell-Inserts 
ausgesät, die unverzüglich mit dem Testmedium (500 l/Well) für 24 h inkubiert wurden. Für die 
Auswertung wurden die Zellen, die durch die Membran migriert bzw. invadiert sind, fixiert, mit 
Kristallviolett angefärbt und spektrophotometrisch vermessen (OD: 570 nm). Die Balken 
symbolisieren MW  SD (n=3, Triplikatbestimmung). §p < 0,05 für die Kultur mit FBS vs. HS; 
Student’s t-test (gepaart, zweiseitig). A: Die Bestimmung invasiver Eigenschaften wurde mit je 
100.000 Zellen in Matrigel-beschichteten Inserts durchgeführt. B: Die Migrationsanalyse erfolgte mit 
je 50.000 Zellen auf unbeschichteten Inserts. 
Um die Migrationseigenschaften der Zellen über eine längere Periode untersuchen zu können, 
wurde der „Wound healing“-Assay durchgeführt. Hierbei konnte ein leicht 
migrationsfördernder Effekt von HS für die SiHa-Zellen bestätigt werden, wohingegen HeLa-
Zellen unter FBS-Supplementierung im Kulturmedium ein gesteigertes Migrationsverhalten 
aufwiesen (s. Abb. 16). Der unterschiedliche Effekt der beiden Sera stieg mit zunehmender 
Kultivierungszeit an, war aber nicht signifikant. 
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Abb. 16: „Wound healing“ -Migrationsassay unter Kultivierung mit FBS oder HS 
Für ein konfluentes Wachsen wurden 600.000 HeLa- bzw. SiHa-Zellen in 6-Well Platten ausgesät und 
für 24 h kultiviert, bevor durch Schaben mittels einer Pipettenspitze zellfreie Flächen geschaffen 
wurden. Anschließend wurden die Zellen mit dem Testmedium (2 ml/Well) für bis zu 72 h inkubiert 
und die Repopulation der zellfreien Fläche in Prozent gemessen. Die Balken zeigen MW  SD (n=3, 
Triplikatbestimmung; pro Replikat wurden sechs „Wundflächen“ mikroskopiert und mittels ImageJ 
Software ausgewertet); Student’s t-test (gepaart, zweiseitig). Maßstab = 100 m 
5.1.3 HS stimuliert die Zellen zur Sphäroidbildung 
HeLa-Zellen formten nach drei Tagen Sphäroide mit FBS als Mediumzusatz (s. Abb. 17 a, c). 
In SiHa-Zellen konnten hingegen unter FBS-Kultivierung nur als lose Aggregate definierte 
Zellagglomerate generiert werden (s. Abb. 17 i, k). Die Kultivierung mit HS im Medium 
erbrachte mit beiden Zelllinien im hängenden Tropfen runde, kompakte Sphäroide (s. Abb. 17 
b, d, j, l), deren Form durch den Zusatz von 25 %igem Methocel im Medium verbessert 
wurde. Methocel steigert die Viskosität des Mediums, sodass die Zellen leichter zur 
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Aggregatbildung neigen. In Folge wiesen die Sphäroide eine größere, dichtere Struktur mit 
einem klaren, abgeschlossenen Rand auf (s. Abb. 17 e-h, m-p). Trotz Verwendung von 
Methocel konnte keine Sphäroidbildung mit SiHa-Zellen im Medium mit FBS beobachtet 
werden (s. Abb. 17 m, o), jedoch tendierten die Zellen in größerer Anzahl zu kompakteren 
Aggregaten (s. Abb. 17 o). Für eine weitere Messreihe (n=1) wurden die Zellen vor Beginn 
des Experiments in HS für fünf Passagen kultiviert, um Effekte, die durch den 
Mediumwechsel selbst hervorgerufen sein könnten, auszuschließen (s, 4.4). Dabei konnten 
die vorherigen Beobachtungen bestätigt werden. Darüber hinaus wurden alle Sphäroidassays 
mit einer zweiten Charge FBS sowie Spender-HS (s. 4.4) in drei unabhängigen Messreihen 
(n=3) wiederholt, mit vergleichbaren Ergebnissen.   
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Abb. 17: Sphäroidbildung unter Zusatz von FBS oder HS 
Es wurden HeLa- (a-h) und SiHa-Zellen (i-p) in einer Dichte von 1.000 bzw. 5.000 Zellen/Tropfen mit 
dem jeweiligen Testmedium auf die Petrischalen getropft und für 72 h im hängenden Tropfen 
kultiviert. Für eine höhere Viskosität wurde das Medium mit 25 %igem Methocel (e-h; m-p) versetzt. 
Die mikroskopischen Aufnahmen sind repräsentativ für fünf unabhängig durchgeführte Experimente 
(n=5); in jeder Messreihe wurden pro Testbedingung jeweils 30 hängende Tropfen mikroskopisch 
ausgewertet). Maßstab = 100 m. 
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5.1.4 HS und FBS beeinflussen Sphäroide auch nach der Bildung  
Nach der Sphäroidgenerierung im hängenden Tropfen (s. 5.1.3) erfolgte für sämtliche 
Testbedingungen (s. Abb. 17, a-p) ein Überführen mit einer gekürzten Pipettenspitze in poly-
HEMA-beschichtete Wellplatten (ein Sphäroid/Well) und Weiterkultivierung in Medium mit 
10 %igem FBS bzw. HS. Hierbei beeinflussten die Sera im Kulturmedium vor allem die mit 
SiHa-Zellen gebildeten Strukturen, wobei FBS und HS unterschiedliche Effekte hervorriefen: 
Kompakte SiHa-Sphäroide, zuvor mithilfe von HS generiert, disaggregierten durch die 
Kultivierung in FBS nach 24 h (s. Abb. 18 b, f), was in geringerem Ausmaß auch bei 
größeren Sphäroiden beobachtet werden konnte (s. Abb. 18 d, h). Wurde FBS bereits bei der 
Sphäroidgenerierung eingesetzt, führte die anschließende Kultivierung mit FBS zu leicht 
kompakteren Strukturen (s. Abb. 18 a, c, e, g). Demgegenüber verbesserte die Kultivierung 
mit HS nach 24 h die sphäroidale Form aller zuvor gebildeten Strukturen (s. Abb. 18 i-p).  
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Abb. 18: Serumeinflüsse bei der Weiterkultivierung von Sphäroiden 
Die zuvor in „hanging drops“ generierten SiHa-Sphäroide aller Testbedigungen (s. Abb. 17, i-p) 
wurden nach 72 h in poly-HEMA-beschichtete 96-Well Platten überführt und für 24 h mit dem 
jeweiligen Testmedium weiterkultiviert. Die mikroskopischen Aufnahmen sind repräsentativ für fünf 
unabhängig durchgeführte Experimente (n=5; in jeder Messreihe wurden pro Testbedingung jeweils 
30 hängende Tropfen mikroskopisch ausgewertet). Maßstab = 100 m. 
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Abb. 19: Schematische Ergebnisdarstellung des Serumeinflusses auf die Sphäroidbildung 
Die abgebildeten Symbole sind repräsentativ für die jeweils am häufigsten gebildeten Strukturen  
(> 90 %). A: Nach 72 h Kultivierung im hängenden Tropfen. B: Nach anschließender 
Weiterkultivierung in poly-HEMA-beschichteten 96-Well Platten für 24 h. Variationen bzgl. der 
Anzahl an gebildeten Strukturen (n) ergaben sich bedingt durch Unterschiede bei der Kompaktheit 
(n=75 – n=300). 
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5.2 Plazenta-Modelle und ihre Eignung in der Toxikologie 
5.2.1 Charakterisierung plazentarer Modelle 
Die -Untereinheit des endokrin wirksamen hCG wird in unauffälligen Schwangerschaften 
ausschließlich vom Synzytiotrophoblasten sekretiert. In Plazenta-Explantaten kann eine 
nachlassende Hormonsekretion auf eine Degeneration der synzytiotrophoblastären Schicht 
hinweisen, was im direkten Zusammenhang mit einer nachlassenden Zellvitalität steht (Miller 
et al. 2005). Nachfolgend wird beschrieben, wie die -Untereinheit verwendet werden kann, 
um die Vitalfunktion Plazenta-stämmiger Zellen in den untersuchten Modellen abzuschätzen. 
Getestet wurde die JEG-3-Zelllinie in der Monolayerkultur sowie in Form von Sphäroiden, 
daneben Explantate von Terminplazenten. HTR8/SVneo-Zellen, die nachgewiesen kein hCG 
sekretieren, dienten als Negativkontrolle. Zusätzlich wurde das verwendete Kulturmedium auf 
seine -hCG-Freiheit hin überprüft und bei einer Konzentration von <1 mIU/ml als 
hormonfrei definiert. Die in die Untersuchung eingeschlossenen Modelle sowie die 
gemessenen -hCG-Konzentrationen sind in Tabelle 5 dargestellt. 
Tab. 5: -hCG-Konzentrationen in den untersuchten plazentaren Modellen 
Um eine ausreichende Nährstoffversorgung der Zellen sicherzustellen, wurde bei den Sphäroiden das 
Medium nach einer Kultivierungszeit von 24 h um 50 % erneuert. Bezogen auf die Explantatkulturen 
erfolgte ein vollständiger täglicher Mediumwechsel. Die Terminplazenten wurden in einem 
geschlossenen, Kreislauf (einseitig, maternal) perfundiert. 
 
Im Monolayer stieg die gemessene Hormonkonzentration über 24 h auf nahezu das 
Sechsfache an. Die Zellen behielten die Fähigkeit der -hCG-Produktion in der 3D-Struktur 
bei. Die Sphäroide wurden hierzu nach 24 h im hängenden Tropfen in je ein Well einer 96-
Well Platte mit 250 l Medium überführt und für weitere 24 h und 48 h kultiviert, bevor der 
Überstand von acht Sphäroiden vereinigt und die -hCG-Konzentration bestimmt wurde. Im 
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Vergleich mit der Monolayerkultur wurden niedrigere Hormonkonzentrationen bei gleicher 
Kultivierungszeit festgestellt (43,6 vs. 173,7 mIU/ml), wobei jedoch auf die unterschiedliche 
Anzahl der verwendeten Zellen (80.000/2 ml im Sphäroidmodell vs. 500.000/2 ml in der 
Monolayerkultur) hingewiesen werden muss (Tab. 5 & 6). Dabei wurde täglich die Hälfte des 
Mediums erneuert, um eine ausreichende Nährstoffversorgung der Zellen sicherzustellen. 
Daher muss für die Sphäroide ein Verdünnungseffekt nach einer Kultivierungszeit von 48 h 
berücksichtigt werden. Dennoch setzten JEG-3-Zellen in beiden Modellen kontinuierlich -
hCG frei. Auch die Konzentration weiterer metabolischer Parameter wie Glukose und Laktat 
sowie die Sekretion von Steroidhormonen sprechen für eine anhaltende Vitalität der Zellen 
(Tab. 6). Im Vergleich zu frischen, unkonditionierten (frei von plazentaren Bestandteilen) 
Kulturmedien wiesen die Überstände von JEG-3-Zellen messbare Estradiol- sowie 
Progesteronkonzentrationen auf, die mit fortschreitender Kultivierungszeit anstiegen. 
Glukose- und Laktatkonzentrationen deuteten unter Berücksichtigung eines täglichen 
Mediumwechsels auf einen intakten Zellstoffwechsel hin. 
Tab. 6: Messung weiterer Vitalitätsmarker bei JEG-3 Zellen (n=3) 
Bezogen auf die Monolayerkultur wurden 500.000 Zellen in 2 ml Kulturmedium ausgesät. Die 
Sphäroide wurden mit 10.000 Zellen/Tropfen mittels „hanging drop“ -Methode und einer 
Kultivierungszeit von 24 h hergestellt. Anschließend erfolgte ein Überführen (ein Sphäroid/Well) in 
poly-HEMA beschichtete Wellplatten (250 µl Medium/Well) und Weiterkultivierung für 24 h und  
48 h. Für die Konzentrationsbestimmungen der Vitalitätsmarker wurde der Kulturüberstand von 
jeweils acht Sphäroiden gepoolt.  
Vitalitätsmarker F 12-Kulturmedium       (MW) 
JEG-3 Zellen (MW) 
Monolayer 2 h 
(500.000 Zellen) 
Sphäroide 24 h 
(80.000 Zellen) 
Sphäroide 48 h* 
(80.000 Zellen) 
Glukose (mmol/l) 9,2 8,7 8,1 10,4 
Laktat (mmol/l) 1,8 2,9 2,7 2,9 
Estradiol (pmol/l) < 18,4 271,6 288,3 344,7 
Progesteron (mmol/l) < 0,159 33,4 55,1 86,4 
* nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel um 50 % 
Explantate hingegen wiesen eine andere -hCG-Kinetik auf: Während der ersten 24 h nach 
Präparation wurden hohe -hCG-Werte gemessen, die jedoch mit fortschreitender 
Kultivierung und nach täglichem Mediumwechsel stark absanken. Nach 72 h fiel die 
Konzentration auf 47, 5 mIU/ml pro Gramm Kotyledon ab, was 3,3 % des Ausgangswertes 
entsprach (Tab. 5). Für eine detaillierte Analyse wurden auch hier weitere Vitalitätsparameter, 
gemessen über einen Zeitraum von 11 Tagen, herangezogen (s. Abb. 20). Die 
Ausgangskonzentration von -hCG im plazentaren Gewebe unterliegt zwar generell starken 
inter-individuellen Schwankungen, deutlich anhand der hohen Fehlerbalken in Abbildung 20, 
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dennoch konnten in allen Explantaten nach drei Tagen in Kultur lediglich sehr geringe 
Hormonkonzentrationen gemessen werden. Auch die gemessenen Glukose- und Laktatwerte 
deuteten auf eine nachlassende Vitalfunktion der Explantate mit zunehmender 
Kultivierungszeit hin: Innerhalb der ersten 24 h sank die Glukosekonzentration im Medium 
ab, der Verbrauch an Glukose in den Zellen war hoch. In den nachfolgenden 
Kultivierungstagen stieg die Glukosekonzentration, bedingt durch den täglichen vollständigen 
Mediumwechsel, kontinuierlich an. Gleichzeitig wiesen die Kulturüberstände nach 24 h die 
höchsten Laktatkonzentrationen auf. Die Glukose- sowie Laktatwerte lagen während des 
gesamten Kultivierungszeitraums unter den gemessenen Konzentrationen des 
unkonditionierten Kulturmediums (F12 + RPMI; 1:1 Gemisch), dargestellt durch die graue 
Linie in Abbildung 20, obwohl ein täglicher Mediumwechsel vollzogen wurde. Mit 
fortschreitender Kultivierungszeit näherten sie sich den unkonditionierten Mediumwerten 
jedoch an, wodurch eine nachlassende metabolische Aktivität der Zellen vermutet wird. 
Darüber hinaus deutete die Kinetik von Estradiol und Progesteron auf eine zunehmende 
Beeinträchtigung der endokrinologischen Funktion der Explantate hin. 
 
Abb. 20: Überstandsanalysen an Explantaten 
Es wurden Explantate aus Terminplazenten mit einem Gewicht von 100  5 mg angefertigt und 
innerhalb von 4 h nach Erhalt der Plazenta in Kultur gebracht (2 ml/Well). Die Kultivierung erfolgte 
max. bis Tag 11, wobei ein täglicher vollständiger Mediumwechsel berücksichtigt wurde. Die 
Konzentrationen des jeweiligen Parameters im unkonditionierten Kulturmedium sind markiert durch 
eine gestrichelte Linie. Dargestellt sind MW  SD (n=3, jeweils Duplikatbestimmung). 
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Zur Vervollständigung wurden die halbstündig freigesetzten -hCG-Konzentrationen einer 
zweistündigen Plazenta-Perfusion (einseitig, maternal perfundiert; n=5; Daten zur Verfügung 
gestellt von Jana Pastuschek) aufgeführt (Tab. 5, die Akkumulation des Hormons ist durch 
den Versuchsaufbau in einem geschlossenen zirkulierenden Kreislauf bedingt). Die 
Hormonkonzentration wird im Rahmen der störanfälligen Plazenta-Perfusion routinemäßig 
mitbestimmt. Die Perfusion des Plazentagewebes mit zirkulierendem, sauerstoffreichem, auf 
37 °C temperiertem Medium sichert eine ausreichende Vitalität mehrere Stunden über die 
Geburt hinaus, sodass Perfusionsversuche über einen Zeitraum von bis zu 8 h durchgeführt 
werden können (Gohner et al. 2014). Aufgrund der Komplexität des experimentellen 
methodischen Setups wird hCG zusammen mit zahlreichen weiteren Parametern wie Glukose, 
Laktat (biochemische Funktionalität), Antipyrin (suffizienter Stofftransport zwischen 
maternalem und fetalem Kreislauf), Messungen von pH im Perfusionsmedium und Druck im 
fetalen Kreislauf (Integrität der Plazentaschranke) routinemäßig miterfasst und dient hier 
vielmehr als Marker für eine erfolgreich abgelaufene Perfusion (Mathiesen et al. 2010, 
Karttunen et al. 2015).   
Für eine weitere Einschätzung der Explantat-Vitalität wurden histologische Analysen am 
Plazentagewebe durchgeführt. Nachfolgende Evaluierung der morphologischen Schädigung 
beruht auf einem von Turowski und Froehlich etablierten Scoringsystem (s. 4.5.6).  
0,16 d0 d 1 d 2 d
11 d3 d 5 d 7 d
Trophoblastzellkern Trophoblastmembran Fibrinablagerung                      Proliferationsknoten                       Subepitheliale
Vakuolisierung  
Abb. 21: HE-Färbung von Explantaten im Zeitverlauf (0 – 11 d) 
Methodisches Vorgehen s. Abb. 20. Veränderungen der fünf untersuchten morphologischen Kriterien 
im Verlauf von 0,16 – 11 d, verglichen mit der Kontrolle (0 d) sind jeweils durch farbige Pfeile 
markiert. Die mikroskopischen Aufnahmen sind repräsentativ für drei unabhängig durchgeführte 
Experimente (n=3, Duplikatbestimmung; pro Explanat wurden fünf Gesichtsfelder mikroskopiert). 
Maßstab = 50 m. 
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Die HE-Färbung zeigt eine mit der Zeit zunehmende Schädigung der villösen Morphologie  
(s. Abb. 21, 22): Der Synzytiotrophoblast löste sich bereits nach 24 h in Kultur von der 
Basalmembran ab. Die anfangs klar begrenzte Membran weichte ab dem zweiten 
Kultivierungstag auf und die Zellkerne kondensierten, es bildeten sich Proliferationsknoten. 
Eine fortschreitende Kultivierung führte zu einer zunehmenden Degeneration der 
synzytiotrophoblastären Schicht und an Tag 11 konnten nahezu keine Zellkerne mehr 
detektiert werden (s. Abb. 21). 
 
Abb. 22: Histologische Evaluation der Explantate 
Das von Turowski und Froehlich etablierte Scoringsystem schließt fünf Kriterien ein, die 
morphologische Schädigungen am villösen Gewebe abbilden sollen (0: keine Schädigung – 3: starke 
Schädigung): Zellkern und Membran des Synzytiotrophoblasten, Fibrinablagerungen im Stroma, 
Proliferationsknoten sowie das Ablösen des Synzytiotrophoblasten mit subepithelialer Vakuolisierung. 
Jedes Explantat (n=3; Duplikatbestimmung) wurde in fünf histologischen Gesichtsfeldern bei  
200-facher Vergrößerung untersucht und durch einen Gutachter ausgewertet (entspricht einem 
Umfang von 30 Bildern/Zeitpunkt). Der Total Score umfasst die Summe der MW aus allen Kriterien 
für den jeweiligen Kultivierungszeitraum. A: Die Darstellung der Daten (MW) erfolgte für jedes 
Kriterium und den Total Score durch Heatmaps (Drei-Farben-Skala, grün: keine Schädigung; rot: 
starke Schädigung). B: Für eine bessere Einstufung der Farben wurde für jedes Kriterium die 
Spannweite der erhobenen Messdaten in einer Farbenskala abgebildet. Die Farbabstufung der 
einzelnen Felder (ein Feld/Kultivierungszeitraum) orientiert sich an der jeweiligen Spannweite. 
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Auch durch das angewandte HE-Scoringsystem wurde deutlich, dass die Explantate mit 
fortgeschrittener Kultivierungszeit Veränderungen aufwiesen (s. Abb. 22). Im Vergleich zu 
den Explantaten, die sofort nach Erhalt fixiert wurden (Kontrolle: 0 d), konnte eine 
zunehmende Schädigung nahezu aller fünf villösen Bestandteile (Kriterien) festgestellt 
werden. Interessanterweise konnte im Hinblick auf das Kriterium der Proliferationsknoten 
kein Zusammenhang mit der Kultivierungszeit festgestellt werden. Vor allem in zweitägig 
kultivierten Explantaten konnten viele solcher Proliferationsknoten detektiert werden. 
11 d
0,16 d
3 d
0 d 1 d 2 d
5 d 7 d
cPARP-Färbung
Ki67-Färbung
0,16 d0 d 1 d 2 d
11 d3 d 5 d 7 d
 
Abb. 23: IHC-Färbung von Explantaten kultiviert über 11 Tage (0 – 11d) 
Methodisches Vorgehen s. Abb. 20. Die Explantate wurden nach Formalin-Fixierung mit Ki67 
(Proliferationsmarker) bzw. cPARP (Apoptosemarker) angefärbt. Die Bilder sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente (n=3; Duplikatbestimmung), wobei pro Explantat fünf Gesichtsfelder 
mikroskopiert wurden. Maßstab = 50 m. 
 
Weiterhin erfolgte eine immunhistochemische Analyse anhand des Proliferationsmarkers 
Ki67 sowie cPARP, der zum Nachweis apoptotischer bzw. nekrotischer Zellen dient  
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(s. Abb. 23, 24). Eine Ki67-Positivfärbung war besonders innerhalb der ersten 24 h sichtbar, 
wobei neben der Zellkernfärbung auch eine zytoplasmatische Färbung erfolgte. Explantate, 
die für zwei oder drei Tage kultiviert wurden, wiesen hingegen eine geringere Anzahl positiv 
gefärbter Zellen auf, das Zytoplasma war weniger intensiv gefärbt. Ab dem 7. Tag waren die 
Zellkerne des Synzytiotrophoblasten nur noch schwer erkennbar oder vollständig 
verschwunden. Die cPARP-Färbung dagegen wies eine anfänglich hohe apoptotische Zellrate 
in den Explantaten nach, die während der ersten Kultivierungsstunden auf ein niedriges 
Niveau sank und erst ab dem dritten Kulturtag erneut anstieg. Explantate mit einer über fünf 
Tage hinausgehenden Kultivierungszeit waren durch eine geringe cPARP-Färbung 
charakterisiert. Es konnten jedoch auch insgesamt wesentlich weniger Synzytiotrophoblasten 
detektiert werden, die Membran dieser Schicht war teilweise stark geschädigt oder vollständig 
abgelöst. Diese Merkmale deuten, auch unter Berücksichtigung der HE-Färbungen, auf eine 
Degenerierung des Synzytiotrophoblasten hin. Daher sollte die Nutzung des immunreaktiven 
Scores für eine Evaluierung toxischer Effekte von Testsubstanzen ab Tag 7 kritisch 
hinterfragt werden. 
 
Abb. 24: Auswertung der IHC-Färbung von Explantaten 
Für die Auswertung mit dem immunreaktiven Score wurden fünf Gesichtsfelder pro Explantat 
mikroskopiert (n=3, Duplikatbestimmung; entspricht einem Umfang von 30 Bildern/Zeitpunkt). Die 
positiven Zellen (Zellkerne rot gefärbt) des Synzytiotrophoblasten sowie alle Zellen dieser Schicht 
wurden durch einen Gutachter gezählt. Der Index spiegelt das Verhältnis der positiven Zellen auf 
1.000 Zellkerne im Synzytiotrophoblasten wider. Die Daten sind in Form von A: Liniendiagrammen 
(MW  SD) bzw. B: Heatmaps (MW) unter Angabe des Bewertungsranges (Spannweite der 
erhobenen Messdaten/Antikörper, s. Abb. 22 B) anhand der Drei-Farben-Skala (hoher 
Proliferationsindex: Ki67 grün; hoher Apoptoseindex: cPARP rot) dargestellt. 
Unter Berücksichtigung der zuvor ermittelten Ergebnisse aus Überstandsanalysen sowie den 
mikroskopischen Auswertungen nach HE- und IHC-Färbung kann von einer geringen 
Zellvitalität ab einer über 72 h hinausgehenden Kultur der Explantate ausgegangen werden. 
Diese Tatsache ist im Hinblick auf die Durchführung toxikologischer Analysen an Plazenta-
Explantaten zu berücksichtigen.  
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5.2.2 Toxikologische Analysen an Plazenta-basierten Modellen 
Im Folgenden wurden die Trophoblastzellen, die beiden Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 
sowie villöses Plazentagewebe, in den charakterisierten Modellen für 24 h und 48 h mit den 
zu testenden Zytostatika inkubiert. Während bei den Monolayern direkt nach Anwachsen über 
Nacht die Inkubation erfolgte, wurden die Sphäroide für 24 h im hängenden Tropfen 
generiert, bevor die Inkubation in 96-Well Platten stattfand. Da die Sphäroide hierbei 
Plazentagewebe in einer 3D-Struktur imitieren sollten, wurde durch die kurze 
Generierungszeit die Ausbildung eines nekrotischen Kerns vermieden (s. 4.5.1). Für das 
Explantat-Modell wurde eine Regenerationszeit von 24 h eingehalten, da die Präparation des 
villösen Gewebes einen anfänglichen Zellstress verursacht. 
Des Weiteren wurden die beiden bereits zuvor untersuchten Zervixkarzinom-Zelllinien, HeLa 
und SiHa, für die toxikologischen Analysen herangezogen. Dies soll einem Vergleich der 
toxischen Effekte auf Trophoblastzellen (unerwünscht) und Krebszellen (erwünscht) dienen, 
um eine Einschätzung bzw. eine Therapieempfehlung für eine indizierte Chemotherapie 
während der Schwangerschaft vornehmen zu können. Für das Sphäroidmodell erfolgte hierfür 
ein differenzierter Ansatz. Zur Simulation eines soliden Tumors wuchsen die 
Zervixkarzinom-Sphäroide für 72 h im hängenden Tropfen (HeLa: 1.000 Zellen/Tropfen, 
SiHa: 5.000 Zellen/Tropfen) und wurden dann für drei (SiHa) bzw. vier (HeLa) Tage 
weiterkultiviert. Ziel war die Generierung einer geschichteten Struktur mit proliferierenden 
Zellen am Sphäroidrand, ruhenden Zellen in der mittleren Schicht und einem nekrotischen 
Kern. Vor allem die ruhenden Zellen sind für die Zytostatika im Allgemeinen schwer 
zugänglich. Da sie sich nicht aktiv im Zellzyklus befinden, verfügen sie nicht über typische 
Angriffsorte (Targets) der Chemotherapeutika. Der methodische Ansatz 
(Kultivierungsbedingungen für die Tumorsphäroide) sowie Teile der daraus resultierenden 
Ergebnisse (mikroskopische Aufnahmen der Sphäroide) sind Gegenstand einer von mir 
mitbetreuten, bereits abgeschlossenen Bachelorarbeit (Scholz 2016). 
5.2.2.1 Effekte auf die Zellvitalität im 2D-Modell  
Zur Bestimmung der toxischen Effekte der Zytostatika unterschiedlicher Konzentrationen auf 
die zu untersuchenden Zelllinien wurde die metabolische Aktivität der Zellen nach Exposition 
anhand des MTS-Assays gemessen und auf die jeweils mitgeführte Kontrolle (unbehandelte 
Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) normalisiert. Die metabolische Aktivität ist ein indirekter 
Indikator für die Zellvitalität. 
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Abb. 25: Effekte der Zytostatika auf die Zellvitalität der Trophoblast-Zelllinien  
HTR8/SVneo-und JEG-3-Zellen wurden mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen 
Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für 24 h (hell) und 48 h 
(dunkel) inkubiert, bevor die metabolische Aktivität anhand des MTS-Assays bestimmt wurde. Die 
Ergebnisse (n=3, Triplikatbestimmung) sind auf die jeweilige Kontrolle (unbehandelte Zellen des 
jeweiligen Zeitpunktes) normalisiert und in Form von Balkendiagrammen (MW  SD) dargestellt; 
Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 
0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Abb. 26: Effekte der Zytostatika auf die Zellvitalität der Zervixkarzinom-Zelllinien 
HeLa- und SiHa-Zellen wurden mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen 
(K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für 24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert, 
bevor die metabolische Aktivität anhand des MTS-Assays bestimmt wurde. Die Ergebnisse (n=3, 
Triplikatbestimmung) sind auf die jeweilige Kontrolle (unbehandelte Zellen des jeweiligen 
Zeitpunktes) normalisiert und in Form von Balkendiagrammen (MW  SD) dargestellt; 
Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 
0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
Die Zytostatika beeinflussten die metabolische Aktivität je nach Zelllinie unterschiedlich 
stark, wobei diese im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle im Allgemeinen konzentrations- und 
zeitabhängig sank (s. Abb. 25, 26). Cisplatin und Paclitaxel führten bei allen Zelllinien 
spätestens nach 48 h zu einer signifikant geringeren metabolischen Aktivität. In den 
HTR8/SVneo-Zellen stieg die metabolische Aktivität nach 24 h Cisplatininkubation 
kurzzeitig an. Dieses Phänomen war auch bei allen anderen Zelllinien 24 h nach Bleomycin- 
und Topotecaninkubation zu erkennen. Die JEG-3-Zelllinie reagierte am sensibelsten auf die 
Zytostatika. Nach 48 h führten alle vier Zytostatika in sämtlichen getesteten Konzentrationen 
zu einer deutlich signifikanten Verringerung der metabolischen Zellaktivität. HTR8/SVneo- 
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und HeLa-Zellen waren in ihrem Metabolismus ebenfalls nach 48 h stark eingeschränkt. 
Bleomycin und eine kürzere Inkubation von 24 h bei der HTR8/SVneo-Zelllinie schienen 
hingegen weniger starke Effekte zu verursachen. Geringere Änderungen der metabolischen 
Aktivität waren nach Zytostatikainkubation in SiHa-Zellen zu finden. Nach 24 h war ein 
signifikanter Effekt nur durch Paclitaxel zu erkennen, wobei die metabolische Aktivität 
gegenüber der Kontrolle z. T. auch höher lag.  
5.2.2.2 Effekte auf zuvor generierte Sphäroide 
3D-Strukturen können in vivo Bedingungen meist realistischer abbilden. Zell-Zell- sowie 
Zell-Matrixinteraktionen im Organismus können hierbei miterfasst werden. Ziel war es, mit 
diesem Modell Bedingungen zu generieren, die denen einer Schwangerschaft bzw. eines 
soliden Tumors ähneln. Die beiden Trophoblast-Zelllinien HTR8/SVneo und JEG-3 dienten 
zur Imitation von Plazentagewebe. Diese Sphäroide wurden nachfolgend als 
Organoidsphäroide deklariert. Mit den Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa wurden 
dagegen klassische Tumorsphäroide generiert, die die bereits beschriebene mehrschichtige 
Struktur aufweisen.  
Für eine Analyse der durch die Zytostatika verursachten toxischen Effekte erfolgte nach 
Medikamentenexposition eine mikroskopische Untersuchung mit anschließender Auswertung 
der sphäroidalen Durchmesser. Zudem wurden Konzentrationsbestimmungen von Glukose, 
Laktat, -hCG (Trophoblastzelllinien), Progesteron und Estradiol in den Kulturüberständen 
durchgeführt. Für eine weitere histologische Untersuchung wurden die Sphäroide mit 4 % 
Paraformaldehyd fixiert und in Paraffin eingebettet.  
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Organoidsphäroide aus HTR8/SVneo und JEG-3-Zelllinien 
 
Abb. 27: Mikroskopische Analyse von HTR8/SVneo-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Bildung im hängenden Tropfen für 24 h und Überführen in je ein Well einer 96-Well Platte 
wurden die Sphäroide (n=3, pro Experiment acht Sphäroide je Bedingung Medikament, 
Konzentration, Zeit) direkt mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – 
K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für 24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert. Die 
Effekte auf die Morphologie wurden mikroskopisch im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen 
des jeweiligen Zeitpunktes) untersucht. A: Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. 
B: Die sphäroidalen Durchmesser wurden mittels Software Zen lite gemessen und als 
Balkendiagramme (MW  SD) dargestellt; Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen 
Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Die Zytostatikainkubation zeigte nach 24 h leichte Effekte auf die Sphäroidmorphologie  
(s. Abb. 27). Die außen liegenden Zellen lösten sich ab, wodurch der Sphäroidrand nicht mehr 
klar zu erkennen war. Die Sphäroide wiesen eine weniger kompakte Struktur auf und 
erschienen vor allem nach Cisplatin- und Paclitaxelexposition größer (Größenzunahme um bis 
zu 100 m). Bleomycin schien dagegen die Sphäroidmorphologie mit kompakter Struktur und 
abgrenzbarem Sphäroidrand kaum zu beeinflussen. Nach 48 h Zytostatikainkubation war ein 
Teil der am Sphäroidrand liegenden Zellen vollständig abgelöst, die sphäroidalen Strukturen 
schrumpften – mit Ausnahme der Bleomycin-inkubierten Sphäroide. Es konnte bei diesen 
Sphäroiden nach 48 h Inkubation jedoch ein Ablösen der äußeren Zellschichten beobachtet 
werden. Die Unterschiede zwischen den Medikamentenkonzentrationen waren marginal.  
Die Ergebnisse der Überstandsanalysen (s. Abb. 28) deuten auf eine zur Kontrolle 
vergleichbaren Stoffwechselaktivität der Zytostatika-inkubierten Sphäroide hin. Nach 24 h 
Inkubation mit Cisplatin und Paclitaxel war die Glukose- sowie die Laktatkonzentration im 
Vergleich zur Kontrolle leicht erhöht, sank aber nach weiteren 24 h auf Kontrollniveau ab. 
Der kurzzeitige Glukoseanstieg ist auf die Erneuerung des Kulturmediums um 50 % nach  
24 h Inkubation zurückzuführen, sodass im Vergleich zur Kontrolle der Glukoseverbrauch der 
Zellen nach Zytostatikainkubation teilweise niedriger war. Durch die Inkubation mit 
Paclitaxel stieg die Estradiolkonzentration in den Sphäroidüberständen signifikant an, im 
Vergleich zur Kontrolle um das Neunfache. Die Messung weiterer Parameter war nicht 
möglich (keine Sekretion von -hCG in HTR8/SVneo-Zellen) bzw. lag unterhalb eines 
sicheren Messbereichs (Progesteron). 
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Abb. 28: Glukose-, Laktat- und Estradiolkonzentrationen in Kulturüberständen von 
HTR8/SVneo-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Gemessen wurden die konditionierten Überstände der Sphäroide, die mit den Zytostatika der jeweils 
höchsten Konzentration (K3, s. Tab. 2) inkubiert wurden. Es erfolgte ein täglicher Mediumwechsel um 
50 %. Für eine Messung (n=3) wurden die Überstände von je acht Sphäroiden pro Bedingung gepoolt. 
Die Ergebnisse wurden auf die jeweiligen Kontrollen (unbehandelte Zellen des jeweiligen 
Zeitpunktes) normalisiert und sind in Balkendiagrammen (MW  SD) abgebildet; 
Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: ***p < 0,001 (linear 
gemischtes Modell, SPSS). 
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Abb. 29: Mikroskopische Analyse von JEG-3-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Bildung im hängenden Tropfen für 24 h und Überführen in je ein Well einer 96-Well Platte 
wurden die Sphäroide (n=3, pro Experiment acht Sphäroide je Bedingung Medikament, 
Konzentration, Zeit) mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. 
Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für 24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert. Die Effekte auf 
die Morphologie wurden mikroskopisch im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen des 
jeweiligen Zeitpunktes) untersucht. A: Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. B: 
Die sphäroidalen Durchmesser wurden mittels Software Zen lite gemessen und als Balkendiagramme 
(MW  SD) dargestellt; Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Die JEG-3-Sphäroide wurden durch die Exposition mit Zytostatika bereits nach 24 h massiv 
geschädigt (s. Abb. 29). Nach Cisplatin- und Paclitaxelinkubation konnten lediglich große 
Zellaggregate detektiert werden, die mit steigender Konzentration an Kompaktheit verloren 
und im Durchmesser zunahmen. Das Ablösen der Zellen betraf bei Inkubation mit hohen 
Konzentrationen auch Zellen im Sphäroidkern, was zu einer vollständigen Auflösung der 
Sphäroidstruktur nach 48 h Inkubation führte. Eine Topotecanbehandlung resultierte in einem 
konzentrations- und zeitabhängigen Ablösen der Zellen, ähnlich wie für die HTR8/SVneo-
Zelllinie beschrieben. Ein Sphäroidkern konnte jedoch auch nach 48 h nachgewiesen werden. 
Bleomycin hatte keine Effekte nach 24 h, während eine 48-stündige Inkubation zu einem 
konzentrationsabhängigen Zellablösen führte. 
 
Abb. 30: Glukose-, Laktat-, Estradiol-, Progesteron- und -hCG-Konzentrationen in 
Kulturüberständen von JEG-3-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Gemessen wurden die Überstände der Sphäroide, die mit den Zytostatika der jeweils höchsten 
Konzentration (K3, s. Tab. 2) inkubiert wurden. Es erfolgte ein täglicher Mediumwechsel um 50 %. 
Für eine Messung (n=3) wurden die Überstände von je acht Sphäroiden pro Bedingung gepoolt. Die 
Ergebnisse wurden auf die jeweiligen Kontrollen (unbehandelte Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) 
normalisiert und sind in Balkendiagrammen (MW  SD) abgebildet; Signifikanzberechnungen 
beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (linear gemischtes 
Modell, SPSS). 
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Bei JEG-3-Sphäroiden wiesen die Überstände (s. Abb. 30) einer 24 h 
Medikamenteninkubation, ähnlich wie bei den HTR8/SVneo-Sphäroiden, gegenüber der 
Kontrolle leicht erhöhte Glukose- und Laktatkonzentrationen auf, wobei ein täglicher 
Mediumwechsel um 50 % mitberücksichtigt werden muss. Der Verbrauch an frisch 
bereitgestellter Glukose im Medium war somit nach Zytostatikainkubation geringer. Die 
Messwerte sanken jedoch nach einer Inkubation für 48 h unter die der Kontrolle ab und waren 
bezogen auf Laktat signifikant niedriger. Für die Konzentrationen der beiden Steroidhormone 
Estradiol und Progesteron konnte eine ähnliche Kinetik festgestellt werden: Die jeweiligen 
Konzentrationen sanken mit zunehmender Inkubationszeit ab, wobei die Exposition mit 
Cisplatin bereits innerhalb der ersten 24 h zu einer signifikant geringeren 
Progesteronkonzentration führte. Auch die gemessenen -hCG-Werte fielen bereits durch 
eine Medikamentenexposition von 24 h signifikant ab. Eine Behandlung mit Bleomycin 
äußerte sich hingegen nach 48 h durch einen Anstieg aller Hormonkonzentrationen in den 
Sphäroidüberständen. Eine histologische Untersuchung von trophoblastären Sphäroiden war 
aufgrund der starken morphologischen Schädigung nicht möglich. Nach 
Zytostatikainkubation zerfielen die Sphäroide vermutlich während des Fixierungsprozesses in 
einzelne Zelltrümmer, sodass keine sphäroidalen Strukturen nachzuweisen waren  
(s. Anhang 8.6). 
Tumorsphäroide aus HeLa- und SiHa-Zellen 
Die Tumorsphäroide, gebildet mit HeLa-Zellen, zeigten nach 24 h Medikamentenexposition 
nur leichte morphologische Veränderungen, die hauptsächlich in einem beginnenden Ablösen 
der Zellen am Sphäroidrand bestanden (s. Abb. 31). Dies führte zu einem Ansteigen des 
sphäroidalen Durchmessers. Kompakte Sphäroide waren auch nach Inkubation mit den 
jeweils höchsten Konzentrationen erkennbar. Eine 48 h Inkubation mit Cisplatin und 
Topotecan zunehmender Konzentration führte zu einem progressiven Auflösen der Sphäroide, 
während Sphäroide nach Paclitaxelbehandlung starke Deformationen in ihrer runden Struktur 
aufwiesen. Eine Bleomycininkubation führte erst nach 48 h zu einem Auflösen des 
Sphäroidrands. 
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Abb. 31: Mikroskopische Analyse von HeLa-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Bildung im hängenden Tropfen und Überführen in je ein Well einer 96-Well Platte wurden die 
Sphäroide (n=3, pro Experiment acht Sphäroide je Bedingung Medikament, Konzentration, Zeit) mit 
den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und 
pink) für 24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert. Die Effekte auf die Morphologie wurden 
mikroskopisch im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) 
untersucht. A: Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. B: Die sphäroidalen 
Durchmesser wurden mittels Software Zen lite gemessen und als Balkendiagramme (MW  SD) 
dargestellt; Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01 (linear 
gemischtes Modell, SPSS). 
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Abb. 32: Glukose-, Laktat- und Estradiolkonzentrationen in HeLa-Sphäroiden nach Exposition 
mit Zytostatika 
Gemessen wurden die Überstände der Sphäroide, die mit den Zytostatika der jeweils höchsten 
Konzentration (K3, s. Tab. 2) inkubiert wurden. Es erfolgte ein täglicher Mediumwechsel um 50 %. 
Für eine Messung (n=3) wurden die Überstände von je acht Sphäroiden pro Bedingung gepoolt. Die 
Ergebnisse wurden auf die jeweiligen Kontrollen (unbehandelte Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) 
normalisiert und sind in Balkendiagrammen (MW  SD) abgebildet; Signifikanzberechnungen 
beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, ***p < 0,001 (linear gemischtes Modell, 
SPSS). 
Die Analysen der Vitalitätsparameter in den Kulturüberständen (s. Abb. 32) zeigten vor allem 
eine geringere Glukosekonzentration in den Überständen von Sphäroiden, die 48 h mit 
Cisplatin, Topotecan und Bleomycin inkubierten. Die Laktatkonzentrationen von Cisplatin, 
Paclitaxel und Topotecan lagen nach 48 h Inkubation unter dem Kontrollwert. Auch in HeLa-
Zellen konnte vergleichbar mit der HTR8/SVneo-Zelllinie ein starker Anstieg von Estradiol 
in den Überständen nach Paclitaxelexposition detektiert werden. Die Messungen von 
Progesteron lagen unterhalb eines sicheren Messbereichs und entfielen für die Auswertung. 
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Abb. 33: Mikroskopische Analyse von SiHa-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Bildung im hängenden Tropfen und Überführen in je ein Well einer 96-Well Platte wurden die 
Sphäroide (n=3, pro Experiment acht Sphäroide je Bedingung Medikament, Konzentration, Zeit) mit 
den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und 
pink) für 24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert. Die Effekte auf die Morphologie wurden 
mikroskopisch im Vergleich zur Kontrolle (unbehandelte Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) 
untersucht. A: Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. B: Die sphäroidalen 
Durchmesser wurden mittels Software Zen lite gemessen und als Balkendiagramme (MW  SD) 
dargestellt; Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, ***p < 
0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Die SiHa-Sphäroide waren in ihrer Morphologie durch eine Zytostatikaexposition nur 
geringfügig verändert (s. Abb. 33). Bei nahezu allen getesteten Bedingungen behielten sie 
eine runde, kompakte Struktur mit leicht abgrenzbarem Sphäroidrand bei. Bezogen auf die 
statistische Auswertung lässt sich diese Tatsache an einer geringeren Standardabweichung 
manifestieren. Die stärksten Effekte waren nach einer Inkubation mit Paclitaxel durch ein 
Auflösen des Sphäroidrands festzustellen. Des Weiteren waren die Sphäroide nach 48 h 
Inkubation mit Cisplatin und Topotecan signifikant kleiner.  
 
Abb. 34: Glukose-, Laktat- und Estradiolkonzentrationen in SiHa-Sphäroiden nach Exposition 
mit Zytostatika 
Gemessen wurden die Überstände der Sphäroide, die mit den Zytostatika der jeweils höchsten 
Konzentration (K3, s. Tab. 2) inkubiert wurden. Es erfolgte ein täglicher Mediumwechsel um 50 %. 
Für eine Messung (n=3) wurden die Überstände von je acht Sphäroiden pro Bedingung gepoolt. Die 
Ergebnisse wurden auf die jeweiligen Kontrollen (unbehandelte Zellen des jeweiligen Zeitpunktes) 
normalisiert und sind in Balkendiagrammen (MW  SD) abgebildet; Signifikanzberechnungen 
beziehen sich auf die jeweiligen Kontrollen: *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 (linear gemischtes 
Modell, SPSS). 
Die Messungen der Sphäroidüberstände (s. Abb. 34) zeigten im Vergleich zu denen der 
HeLa-Zellen ähnliche Resultate: Die Glukose- und Laktatwerte sanken nach 48 h Inkubation, 
insbesondere nach Cisplatinexposition, gegenüber der Kontrolle ab. Eine Paclitaxelinkubation 
führte zu einer signifikant erhöhten Estradiolkonzentration, die mit der der HeLa-Zellen 
vergleichbar war. Die Progesteronanalyse entfiel aufgrund von Messunsicherheiten bei 
niedrigen Messwerten. 
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Abb. 35: HE-Färbung von SiHa-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Inkubation mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s.  
Tab. 2) wurden die Sphäroide Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet (n=3). Für die HE-Färbung 
wurden 4 m dicke Schnitte angefertigt. Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. 
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Abb. 36: HE-Färbung von HeLa-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Inkubation mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s.  
Tab. 2) wurden die Sphäroide Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet (n=3). Für die HE-Färbung 
wurden 4 m dicke Schnitte angefertigt. Die Bildauswahl erfolgte repräsentativ. Maßstab = 100 m. 
Allein die Tumorsphäroide, die aus SiHa- und HeLa-Zellen gebildet wurden, konnten einer 
histologischen Analyse unterzogen werden (s. Abb. 35, 36). Die angefertigten 
Schnittpräparate von HTR8/SVneo- und JEG-3-Zellen zeigten lediglich einzelne 
Zellaggregate, was mit einem Zerfall z. T. stark geschädigter Sphäroide (s. mikroskopische 
Analyse) bei der Fixierung in Zusammenhang gebracht wird.  
Bei der HE-Färbung von HeLa-Sphäroiden konnten nur vereinzelt vollständig erhaltene 
Sphäroidstrukturen nachgewiesen werden, jedoch war eine Medikamenten-, Konzentrations- 
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und Zeitabhängigkeit der Zytostatika im Hinblick auf morphologische Schäden erkennbar  
(s. Abb. 36). Die bereits mikroskopisch detektierte Sphäroidschädigung durch Cisplatin und 
Paclitaxel äußerte sich histologisch durch das Vorkommen vereinzelter Zellansammlungen 
nach 48 h Inkubation, die bei Topotecan in hohen Konzentrationen ebenfalls auftrat. Die mit 
Bleomycin inkubierten Sphäroide waren noch überwiegend als runde, kompakte Strukturen 
erkennbar, wurden jedoch mit steigender Konzentration und Inkubationszeit kleiner. 
Sphäroide, die mit SiHa-Zellen gebildet wurden, waren auch nach Zytostatikainkubation 
histologisch gut erkennbar und wiesen morphologisch nur geringe Schäden auf (s. Abb. 35). 
Eine Cisplatin-, Paclitaxel- sowie Topotecaninkubation führte mit steigenden 
Konzentrationen zu einem löchrigen Erscheinungsbild: Die Zellen des Sphäroidkerns waren 
nicht mehr kompakt miteinander verbunden oder fehlten vollständig. Da nur eine kleine 
Datenmenge erhoben werden konnte, wurde auf eine statistische Auswertung verzichtet. Die 
SiHa-Sphäroide wurden aufgrund ihrer geringen morphologischen Schädigung nachfolgend 
immunhistochemisch untersucht (s. Abb. 37 A, B, 38). Da einzelne Färbungen nicht 
erfolgreich waren bzw. die sphäroidale Struktur einzelner Schnittpräparate zerstört war, 
wurden nachfolgend ausschließlich Sphäroide von Testbedingungen dargestellt, deren 
definitionsgemäße Struktur (Froehlich et al. 2016b) nach allen Färbeprozessen detektiert 
werden konnte (s. Abb. 37 A, B). 
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Abb. 37 A, B: IHC-Färbung von SiHa-Sphäroiden nach Exposition mit Zytostatika 
Nach Inkubation mit den Zytostatika in jeweils drei verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s.  
Tab. 2) wurden die Sphäroide Formalin-fixiert und in Paraffin eingebettet (n=3). Die IHC-Färbung 
erfolgte mit cPARP (Apoptose), Ki67 (Proliferation) und p27kip (Zellzyklusarrest) an 4 m dicken 
Schnittpräparaten. Die Bildauswahl ist als repräsentativ einzustufen. Maßstab = 100 m. 
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Abb. 38: Auswertung der IHC-Färbung von SiHa-Sphäroiden 
Für die Auswertung anhand des immunreaktiven Scores wurden drei Sphäroide pro Medikament, 
Konzentration (K1 – K3, s. Tab. 2) und Inkubationszeitpunkt aus einer Datenmenge von n=3 
Experimenten herangezogen (pro Experiment wurden jeweils acht Sphäroide pro Testbedingung 
eingebettet). Die positiven Zellen (Zellkerne braun gefärbt) wurden durch einen Gutachter gezählt und 
auf die jeweilige Gesamtfläche der Sphäroide bezogen. Der erhobene Index spiegelt das Verhältnis der 
positiven Zellen auf 1 mm2 Sphäroidfläche wider. Die Daten (MW) sind in Form von Heatmaps unter 
Angabe des Bewertungsranges (Spannweite der erhobenen Messdaten/Antikörper, s. Abb. 22 B) 
anhand der Drei-Farben-Skala (hoher Proliferationsindex: Ki67 grün; hoher Apoptoseindex: cPARP 
rot) dargestellt.  
In allen untersuchten Sphäroiden konnten sowohl proliferierende (Ki67), ruhende (p27kip) als 
auch apoptotische oder nekrotische Zellen (cPARP) durch die verwendeten Antikörper 
nachgewiesen werden. Dabei war eine geschichtete Struktur mit einem stark proliferierenden 
Sphäroidrand und ruhenden Zellen im Inneren des Sphäroids erkennbar. Zellen mit cPARP-
positiver Färbung konnten nur vereinzelt im Sphäroidinneren nachgewiesen werden und 
ließen sich nicht auf den Sphäroidkern begrenzen. Die geschichtete Sphäroidstruktur trat 
dabei mit zunehmender Sphäroidgröße auf und war vor allem bei den mit Bleomycin 
inkubierten Sphäroiden mit Durchmesser > 400 m erkennbar. Kleinere Sphäroide hingegen 
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waren durch eine starke Ki67-Färbung charakterisiert, die bis zum Sphäroidkern vordrang. 
Um die unterschiedliche Sphäroidfläche bei der Bewertung zu berücksichtigen, wurden die 
positiv gefärbten Zellen ins Verhältnis zu der entsprechend gemessenen Sphäroidfläche 
gesetzt und auf eine 1 mm2 große Fläche hochgerechnet. Daraus resultierte ein Zahlenwert, 
der farblich anhand einer Drei-Farben-Skala abgebildet wurde (s. Abb. 38). Für eine leichtere 
Evaluierung wurden pro Antikörper zusätzlich die einzelnen Farbabstufungen der Messdaten 
unter Angabe der Spannweite abgebildet. Die einzelnen Farbstufen sind durch die jeweilige 
Spannweite der erhobenen Daten definiert (s. 4.5.6). Demnach war neben der Kontrolle nach 
Cisplatininkubation ein hoher Anteil Ki67-positiver Zellen in den Sphäroiden vorhanden 
(grün), die zusammen mit den Sphäroiden nach Paclitaxelinkubation auch die meisten 
apoptotischen bzw. nekrotischen Zellen (rot) aufwiesen. Zellen, die positiv auf p27kip 
reagierten, traten vermehrt nach einer Inkubation mit Paclitaxel und Bleomycin auf (rot) und 
korrelierten mit der Sphäroidfläche. Eine Konzentrations- und/oder Zeitabhängigkeit der 
Zytostatikaeffekte konnte nur bezogen auf die Ki67-Färbung beobachtet werden, die mit 
zunehmender Medikamentenexposition nachließ. 
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Vergleichende Analyse 
Die untersuchten Zelllinien unterschieden sich im Ausmaß der morphologischen Schädigung 
nach Zytostatikainkubation. Die stärksten Effekte zeigten sich an JEG-3-Sphäroiden. Diese 
waren bereits nach 24 h Inkubation mit Cisplatin- und Paclitaxel in lose Zellaggregate 
zerfallen, die sich nach weiteren 24 h teilweise vollständig auflösten. HTR8/SVneo- und 
HeLa-Zellen reagierten ähnlich, wobei deutliche Effekte erst bei 48 h inkubierten Sphäroiden 
sichtbar wurden. In SiHa-Sphäroiden konnte hingegen bei allen Testbedingungen 
mikroskopisch kaum eine morphologische Veränderung festgestellt werden. Zudem 
reagierten alle Sphäroide Medikament- und Inkubationszeit-abhängig, während Unterschiede 
zwischen den Konzentrationen nur in JEG-3-Sphäroiden auffielen. Für Bleomycin zeigten 
sich bei allen Zelllinien die geringsten Effekte. Die geringe Schädigung der SiHa-Sphäroide 
konnte histologisch bestätigt werden. Eine für Tumorsphäroide > 500 m typische 
geschichtete Struktur mit proliferierenden, ruhenden und apoptotisch/nekrotischen Zellen war 
vor allem nach Bleomycininkubation immunhistochemisch nachweisbar. Die Analysen der 
Überstände aller Sphäroidkulturen waren durch eine geringere Laktatkonzentration nach 48 h 
Inkubation mit Zytostatika gekennzeichnet. In den Trophoblastsphäroiden war nach 24 h 
Cisplatin- und Paclitaxelinkubation ein geringerer Glukoseverbrauch festzustellen, 
wohingegen Kontrolle-vergleichbare Glukosekonzentrationen nach einer 48 h Inkubation 
auftraten. Auffallend war ein signifikanter Anstieg der Estradiolkonzentration durch eine 
Inkubation mit Paclitaxel in nahezu allen Zelllinien sowie eine nachlassende -hCG-Sekretion 
in JEG-3-Zellen nach Zytostatikaexposition (Ausnahme: Bleomycin). 
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5.2.2.3 Effekte von Zytostatika auf Explantate aus Terminplazenten 
 
Abb. 39: Effekte der Zytostatika auf die Vitalität von Explantaten 
Nach einer Regenerationszeit von 24 h wurden die Explantate mit den Zytostatika in jeweils drei 
verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für weitere  
24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert, bevor die metabolische Aktivität anhand des MTS-Assays 
bestimmt wurde. Es erfolgte täglich ein vollständiger Mediumwechsel. Die Ergebnisse (n=3) sind auf 
die jeweilige Kontrolle (unbehandeltes Explantat des jeweiligen Zeitpunktes) normalisiert und in Form 
von Balkendiagrammen (MW  SD) dargestellt; Signifikanzberechnungen beziehen sich auf die 
jeweiligen Kontrollen: **p < 0,01, ***p < 0,001 (linear gemischtes Modell, SPSS). 
Eine Zytostatikainkubation von Plazenta-Explantaten führte konzentrations- und zeitabhängig 
im Vergleich zur Kontrolle zu einer geringeren metabolischen Aktivität, die nach 48 h 
Cisplatin- und Paclitaxelinkubation hoher Konzentrationen signifikant wurde (s. Abb. 39). 
Interessanterweise stieg die metabolische Aktivität bei niedrigeren Cisplatin -und 
Paclitaxelkonzentrationen vorrübergehend an, sank aber nach 48 h Inkubation auf ein 
Kontrollniveau zurück. Bleomycin zeigte erst nach 48 h Inkubation Effekte auf die 
metabolische Aktivität in den Explantaten. 
Bezogen auf die Konzentrationsbestimmungen bestimmter Vitalitätsmarker in den 
Überständen von Explantatkulturen (s. Abb. 40, 41) traten bei den Kontrollen (unbehandelte 
Explantate) teilweise große Unterschiede zwischen den jeweiligen Zeitpunkten (0 h, 24 h,  
48 h) auf. Daher wurden für die folgenden Auswertungen die Werte zum Zeitpunkt des 
Beginns der Zytostatikainkubation (0 h-Kontrolle) mitberücksichtigt. Zur Differenzierung 
zwischen den Veränderungen, die durch die Zytostatika hervorgerufen wurden, und solchen, 
die auch durch die fortschreitende Kultivierungszeit bedingt sein könnten (s. 5.2.1), wurde 
eine Normalisierung der Daten auf die 0 h-Werte durchgeführt. Die Signifikanzberechnung 
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erfolgte zum einen in Bezug auf die 0 h-Kontrolle, zum anderen bezogen auf die Kontrollen 
des jeweiligen Inkubationszeitpunktes. 
 
Abb. 40: Glukose- und Laktatkonzentrationen in Überständen von Explantaten nach 
Zytostatikaexposition 
Nach einer Regenerationszeit von 24 h wurden die Explantate mit Zytostatika in jeweils drei 
verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für weitere  
24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert, bevor die Kulturüberstände analysiert wurden. Es erfolgte 
täglich ein vollständiger Mediumwechsel. Die Ergebnisse (n=3) sind auf die 0 h-Kontrolle (jeweils 
desselben unbehandelten Explantats zum Zeitpunkt des Inkubationsstarts) normalisiert und in Form 
von Balkendiagrammen (MW  SD) dargestellt; *p < 0,05, **p < 0,01 für Signifikanzen zwischen 
Zytostatikuminkubation und der Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes, §p < 0,05, §§p < 0,01, §§§p 
< 0,001 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation und 0 h-Kontrolle (linear gemischtes 
Modell, SPSS). 
Die Glukosekonzentrationen in den Überständen stiegen mit zunehmender Kultivierungszeit 
in den Kontrollen an, während die Laktatkonzentrationen leicht sanken (s. Abb. 40). Die 
höheren Glukosekonzentrationen sind dabei auf einen vollständigen täglichen 
Mediumwechsel zurückzuführen. Dies deutet auf einen nachlassenden Glukoseverbrauch und 
damit auf die zuvor erwähnte nachlassende Vitalität der Explantate während der Kultivierung 
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hin (s. 5.2.1). Nach Zytostatikainkubation sank ebenfalls der Glukoseverbrauch, im 
Besonderen durch Paclitaxel und Topotecan höherer Konzentrationen. Hierbei kam es meist 
nach 48 h Inkubation zu signifikanten Unterschieden im Vergleich zu den gemessenen  
0 h-Werten. Beim Vergleich mit den Kontrollen des jeweiligen Zeitpunktes konnte in Bezug 
auf den Glukoseverbrauch ein signifikanter Unterschied nach einer 48 h Paclitaxelinkubation 
höchster Konzentration festgestellt werden. Demgegenüber sanken die Laktatkonzentrationen 
ebenfalls signifikant durch eine längere und höhere Cisplatin- und Paclitaxelinkubation, 
jedoch nicht signifikant nach einer Inkubation mit Topotecan. Explantate, die mit Bleomycin 
inkubierten, wiesen unter allen Testbedingungen kontrollähnliche Glukose- sowie 
Laktatkonzentrationen auf. 
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Abb. 41: Estradiol-, Progesteron- und -hCG-Konzentrationen in Überständen von Explantaten 
nach Zytostatikaexposition 
Nach einer Regenerationszeit von 24 h wurden die Explantate mit Zytostatika in jeweils drei 
verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2, türkis, violett und pink dargestellt) für weitere  
24 h (hell) und 48 h (dunkel) inkubiert, bevor die Überstände analysiert wurden. Die Ergebnisse (n=3) 
sind auf die 0 h-Kontrolle (jeweils desselben unbehandelten Explantats zum Zeitpunkt des 
Inkubationsstarts) normalisiert und mit Balkendiagrammen (MW  SD) dargestellt; *p < 0,05, **p < 
0,01, ***p < 0,001 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation und der Kontrolle des 
entsprechenden Zeitpunktes, §p < 0,05, §§p < 001, §§§p < 0,001 für Signifikanzen zwischen 
Zytostatikuminkubation und 0 h-Kontrolle (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Bezogen auf die Konzentrationen von Progesteron und -hCG konnten zum Teil große 
Unterschiede zwischen den Kontrollen der 0 h-Messungen und denen der 24 h- bzw. 48 h-
Messungen detektiert werden (s. Abb. 41). Die Konzentrationen sanken deutlich innerhalb der 
Kultivierungszeit, was ebenfalls mit der nachlassenden Vitalität der Explantate und der 
Schädigung des Synzytiotrophoblasten in Verbindung gebracht wird (s. 5.2.1). Aufgrund der 
im Verhältnis zu den 0 h-Werten kleinen Messwerte, kann eine Beurteilung der Zytostatika-
induzierten Effekte nur eingeschränkt vorgenommen werden. Erwähnenswert bleiben jedoch 
verhältnismäßig hohe -hCG-Konzentrationen in den Explantatüberständen, die mit 
Paclitaxel inkubierten, wobei die Werte mit zunehmender Konzentration und Inkubationszeit 
weiter anstiegen. Obwohl die gemessenen Werte für Progesteron nach Zytostatikainkubation 
deutlich unter denen der 0 h-Werte lagen, lagen sie tendenziell über den Kontrollwerten des 
jeweiligen Inkubationszeitpunktes und stiegen bei Cisplatin, Topotecan und Bleomycin mit 
fortschreitender Inkubationszeit je Zytostatikumkonzentration an. Eine 48 h 
Paclitaxelinkubation geringster Konzentration führte zu ähnlichen Messergebnissen wie nach 
0 h. 
Die Estradiolkonzentrationen fielen im Verlauf einer Kultivierung nur leicht ab (s. Abb. 41). 
Weiterhin führte eine Inkubation mit Zytostatika zu einem Sinken der 
Estradiolkonzentrationen in einem nahezu konzentrations- und zeitabhängigen Verhältnis. 
Auch hierbei bildet eine Inkubation mit der geringsten Paclitaxelkonzentration für 24 h eine 
Ausnahme, die zu höheren Estradiolkonzentrationen in den Explantatüberständen führte. 
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Abb. 42: HE-Färbung von Explantaten nach Zytostatikainkubation 
Nach einer Regenerationszeit von 24 h wurden die Explantate mit einem Gewicht von 100  5 mg mit 
den Zytostatika in verschiedenen Konzentrationen (K1 – K3, s. Tab. 2) für weitere 24 h und 48 h 
inkubiert. Morphologische Anomalitäten sind mit Pfeilen gekennzeichnet (Farben weisen auf das 
entsprechende Kriterium hin). Die mikroskopischen Aufnahmen sind repräsentativ für drei 
unabhängig durchgeführte Experimente (n=3, pro Explantat wurden fünf Gesichtsfelder 
mikroskopiert). Maßstab = 50 m. 
Die Zytostatika verursachten unterschiedliche Effekte auf die Morphologie der Explantate mit 
der Konsequenz, dass keines durch eine hohe Bewertung aller fünf Kriterien auffiel (s. Abb. 
42, 43). Explantate, die mit Cisplatin inkubiert wurden, wiesen häufig Veränderungen der 
Trophoblastzellkerne auf, wohingegen Paclitaxel und Bleomycin besonders die Membran der 
Trophoblastzellen schädigten. Proliferationsknoten waren gehäuft in Topotecan- und 
Bleomycininkubierten Explantaten zu finden. Das Kriterium der subepithelialen 
Vakuolisierung, das ein Ablösen des Synzytiotrophoblasten von der Basalmembran abbildet, 
fiel besonders nach Cisplatin- und Paclitaxelinkubation ins Gewicht. Eine Konzentrations- 
und Zeitabhängigkeit der Zytostatika-induzierten Effekte ließ sich nicht feststellen. In keinem 
der fünf Bewertungskriterien wurde die volle Bewertungsbreite (0 – 3) ausgeschöpft, sodass 
die Werte einzelner Testbedingungen häufig trotz Farbabstufung (definiert durch die jeweilige 
Spannweite der erhobenen Daten) eng beieinander lagen. Diese Tatsache muss bei der 
Interpretierung der Farbenskala für die Bewertung morphologischer Effekte berücksichtigt 
werden.   
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Abb. 43: Histologische Evaluation von Explantaten nach Inkubation mit Zytostatika 
Das von Turowski und Froehlich etablierte Scoringsystem für eine morphologische Schädigung am 
villösen Gewebe umfasst fünf Kriterien (0: keine Schädigung – 3: starke Schädigung, für eine genaue 
Beschreibung des Bewertungssystems s. 4.5.6). Pro Explantat (n=3) wurden fünf Gesichtsfelder für 
die Bewertung mikroskopiert und durch zwei Gutachter ausgewertet (entspricht einem Umfang von 30 
Bildern/Zeitpunkt). Der Total Score umfasst die Summe der MW aus allen Kriterien für den 
jeweiligen Inkubationszeitraum. Die Darstellung der Daten (MW) erfolgte für jedes Kriterium sowie 
für den Total Score unter Angabe des jeweiligen Bewertungsranges (Spannweite der erhobenen 
Messdaten/Kriterium, s. Abb. 22 B) mittels Heatmaps anhand der Drei-Farben-Skala (grün: keine 
Schädigung; rot: starke Schädigung).  
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Abb. 44: Zytostatikaeffekte auf trophoblastäre Zellkerne und Fibrinablagerungen in 
Explantaten  
Methodisches Vorgehen s. Abb. 40. Die Bewertung einer Schädigung erfolgte anhand des 
beschriebenen Scoringsystems (s. Abb. 43). Die Ergebnisse sind anhand von Balkendiagrammen (MW 
 SD) dargestellt; *p < 0,05, **p < 0,01 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation und der 
Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes. 
Für eine bessere Einschätzung einer morphologischen Schädigung nach einer 
Zytostatikainkubation wurden exemplarisch die Ergebnisse zweier Bewertungskriterien, 
Erscheinungsbild des trophoblastären Zellkerns und Menge an Fibrinablagerung im villösen 
Gewebe, durch Balkendiagramme dargestellt (s. Abb. 44). Zusätzlich wurden die Explantate, 
die nach einer 24 h Regenerationszeit (Zeitpunkt der Zytostatikainkubation) fixiert wurden, 
einbezogen. Hierbei wurde eine Schädigung der Zellkerne bei den Kontrollexplantaten mit 
fortschreitender Kultivierungszeit deutlich, die der Heatmap-Darstellung ähnelte (s. Abb. 43). 
Auch die Fibrinablagerungen nahmen im Verlauf der Kultivierung zu, sodass die detektierte 
morphologische Schädigung nicht ausschließlich durch die Zytostatika, sondern auch durch 
die Kultivierung verursacht worden sein muss (s. 5.2.1). Die Standardabweichungen deuten 
auf ein unterschiedliches morphologisches Erscheinungsbild des Plazentagewebes hin (n=3), 
was zu einem unterschiedlichen Einfluss der Zytostatika auf das Gewebe führen könnte. 
Interindividuelle Unterschiede bezogen auf die Plazentamorphologie sind daher zu 
berücksichtigen.  
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Abb. 45: Ki67-Expression in Explantaten nach Zytostatikainkubation als Maß der 
Proliferationsaktivität   
Methodisches Vorgehen s. Abb. 42. Für die Auswertung anhand des immunreaktiven Scores wurden 
fünf Gesichtsfelder pro Explantat mikroskopiert (n=3, entspricht einem Umfang von 15 
Bildern/Testbedingung). Die positiven Zellen (Zellkerne rot gefärbt) des Synzytiotrophoblasten sowie 
alle Zellen dieser Schicht wurden durch einen Gutachter gezählt und das Verhältnis der positiven 
Zellen auf 1.000 Zellkerne im Synzytiotrophoblasten ermittelt. Die Daten (MW) sind in Form von 
Heatmaps unter Angabe des Bewertungsranges (Spannweite der erhobenen Messdaten, s. Abb. 22 B) 
anhand der Drei-Farben-Skala, (grün: hoher Proliferationsindex) dargestellt. 
Eine abschließende Analyse auf Ki67- (Proliferation) bzw. cPARP-Expression (Apoptose & 
Nekrose) nach Zytostatikainkubation sollte die Beobachtungen bei den HE-gefärbten 
Explantaten untermauern bzw. um weitere Erkenntnisse erweitern. Trotz erfolgreichem 
Nachweis in den Explantaten im Rahmen der Zeitversuche (s. 5.2.1) konnten insgesamt nur 
vereinzelt cPARP-positive Zellen in den Explantaten dieser Versuchsreihe nachgewiesen 
werden, sodass auf eine statistische Auswertung verzichtet wurde. Bezogen auf die Ki67-
Expression ließ sich ein Unterschied zwischen Zytostatika-inkubierten Explantaten und 
Kontrollen erkennen (s. Abb. 45).  
Im Allgemeinen nahm die Proliferation der Zellen mit steigender Inkubations- bzw. 
Kultivierungszeit ab. Eine Ausnahme bestand für Bleomycin-inkubierte Explantate, die nach  
48 h mehr Ki67-positive Zellen aufwiesen als nach 24 h. Die Anzahl Ki67-positiver Zellen 
war auch in Cisplatin- und Topotecaninkubierten Explantaten bereits nach 24 h erniedrigt, 
während bei Paclitaxel erst nach 48 h weniger Zellen proliferierten.  
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Quantitative Analyse von ECV in Überständen von Explantatkuturen 
Die quantitative Analyse der Auswirkungen von Zytostatika auf die Freisetzung von 
Exosomen aus Plazenta-Explantaten erfolgte mit NTA. Gegenstand der Untersuchungen 
waren die Verteilung sowie Größe der in das konditionierte Medium freigesetzten Partikel. 
Abbildung 46 soll den Unterschied zwischen „Mode“- und „Mean“-Werten grafisch 
herausarbeiten: Während der „Mean“-Wert den zahlenmäßigen Durchschnitt aller 
gemessenen Partikelgrößen innerhalb einer Probe definiert, wird durch den „Mode“-Wert die 
am häufigsten gemessene Partikelgröße (Peakwert) beschrieben. 
 
Abb. 46: Größenverteilung der ECV in konditionierten Medien aus Explantatkulturen gemessen 
mit NTA  
Exemplarische Darstellung einer Probe eines unbehandelten Explantats (Kontrolle, grau) und eines 
Zytostatikum-inkubierten Explantats (rot) einer Terminplazenta. Die Zahlen markieren die jeweiligen 
„Mean“- bzw. „Mode“-Werte (unterstrichen).  
 
Im vorliegenden Fall wies die Probe aus dem Zytostatikum-inkubierten Explantatüberstand 
größere Partikel sowohl im Mean- als auch im Modewert auf. Die Partikelgrößenverteilung 
lag bei beiden Proben großenteils im Größenbereich von Exosomen (30 – 100 nm). Des 
Weiteren wurden auch zahlenmäßig mehr Partikel in der Probe detektiert, die mit dem 
Zytostatikum inkubiert wurde (8,20E+08 vs. 3,20E+08 bei der Kontrolle). 
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Abb. 47: Quantitative Analyse von Exosomen in Explantatüberständen nach Inkubation mit 
Zytostatika der jeweiligen Konzentration 1 (K1, s. Tab. 2) 
Nach der Inkubation mit Zytostatika für 24 h und 48 h (methodisches Vorgehen s. 4.5.1) wurden die 
Überstände derselben Bedingung gesammelt und Partikelkonzentration (A) sowie Partikelgröße (B, C) 
mit NTA vermessen. Für die Partikelgröße wurden die „Mode“- (B) und „Mean“-Werte (C) ermittelt. 
Der für Exosomen definierte Größenbereich ist grau hinterlegt. Die Daten (MW  SD) aus drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten (n=3, Triplikatbestimmung; Triplikate wurden für die 
Analyse gepoolt, um anschließend jeweils neun Messungen durchzuführen, entspricht einem Umfang 
von 27 Messungen/Testbedingung) sind in Form von Balken- (A) bzw. Punktdiagrammen (B, C) 
dargestellt; **p < 0,01, ***p < 0,001 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation und der 
Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Abb. 48: Quantitative Analyse von Exosomen in Explantatüberständen nach Inkubation mit 
Zytostatika der jeweiligen Konzentration 2 (K2, s. Tab. 2) 
Nach der Inkubation mit Zytostatika für 24 h und 48 h (methodisches Vorgehen s. 4.5.1) wurden die 
Überstände derselben Bedingung gesammelt und Partikelkonzentration (A) sowie Partikelgröße (B, C) 
mit NTA vermessen. Für die Partikelgröße wurden die „Mode“- (B) und „Mean“-Werte (C) ermittelt. 
Der für Exosomen definierte Größenbereich ist grau hinterlegt. Die Daten (MW  SD) aus drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten (n=3, Triplikatbestimmung; Triplikate wurden für die 
Analyse gepoolt, um anschließend jeweils neun Messungen durchzuführen, entspricht einem Umfang 
von 27 Messungen/Testbedingung) sind in Form von Balken- (A) bzw. Punktdiagrammen (B, C) 
dargestellt; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation 
und der Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Abb. 49: Quantitative Analyse von Exosomen in Explantatüberständen nach Inkubation mit 
Zytostatika der jeweiligen Konzentration 3 (K3, s. Tab. 2) 
Nach der Inkubation mit Zytostatika für 24 h und 48 h (methodisches Vorgehen s. 4.5.1) wurden die 
Überstände derselben Bedingung gesammelt und Partikelkonzentration (A) sowie Partikelgröße (B, C) 
mit NTA vermessen. Für die Partikelgröße wurden die „Mode“- (B) und „Mean“-Werte (C) ermittelt. 
Der für Exosomen definierte Größenbereich ist grau hinterlegt. Die Daten (MW  SD) aus drei 
unabhängig durchgeführten Experimenten (n=3, Triplikatbestimmung; Triplikate wurden für die 
Analyse gepoolt, um anschließend jeweils neun Messungen durchzuführen, entspricht einem Umfang 
von 27 Messungen/Testbedingung) sind in Form von Balken- (A) bzw. Punktdiagrammen (B, C) 
dargestellt; *p < 0,05, ***p < 0,001 für Signifikanzen zwischen Zytostatikuminkubation und der 
Kontrolle des entsprechenden Zeitpunktes (linear gemischtes Modell, SPSS). 
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Die Ergebnisse hingen stark von der jeweils verwendeten Medikamentenkonzentration ab. 
Beim Vergleich der mit NTA gemessenen Partikelkonzentrationen zeigten die Überstände der 
Explantate, die mit den jeweils geringsten Konzentrationen der Zytostatika inkubierten, noch 
keine wesentlichen Unterschiede zu den entsprechenden Kontrollen. Mit fortschreitender 
Kultivierungszeit wurde jedoch ein Anstieg der Partikelkonzentrationen verzeichnet  
(s. Abb. 47, (Henning 2017)). Während in den Überständen nach 24 h Inkubation tendenziell 
unter denen der entsprechenden Kontrolle lagen, glichen sie sich nach 48 h den Messwerten 
der Kontrollen an. Die Überstände mit den Zytostatika der Konzentration 2 wiesen hingegen 
signifikant höhere Partikelkonzentrationen als diejenigen der Kontrollen auf und stiegen auch 
hier mit zunehmender Inkubationszeit an (s. Abb. 48, (Uhl 2016)). In Paclitaxel-inkubierten 
Überständen beider Konzentrationen wurden jeweils die höchsten Messwerte detektiert. 
Differenzierter waren die Ergebnisse bezogen auf die jeweils höchsten 
Zytostatikakonzentrationen (s. Abb. 49, (Henning 2017)). Überstände mit Cisplatin, 
Topotecan und Bleomycin wiesen kontrollähnliche Partikelkonzentrationen auf. Damit lagen 
die gemessenen Werte unter denen der entsprechenden Konzentration 2. Die 
Partikelkonzentrationen in den Überständen mit Paclitaxel stiegen dagegen weiter an und 
waren signifikant erhöht. Bezogen auf alle Messwerte konnten hier die meisten Partikel 
detektiert werden. Bezogen auf die Modewerte lagen die gemessenen Partikelgrößen in allen 
getesteten Konditionen bis auf wenige Ausreißer überwiegend im Bereich der 
Exosomengröße von ca. 30 bis 100 nm (s. Abb. 47 – 49, (Uhl 2016, Henning 2017)). In den 
Überständen nach 48 h Zytostatikainkubation wurden mehrheitlich größere Partikel detektiert 
als in den entsprechenden Proben nach 24 h Inkubation. Im Vergleich zur Kontrolle waren die 
„Mode“ -Werte nach Paclitaxel und Topotecaninkubation z. T. signifikant größer. Die 
„Mean“ -Werte lagen bei allen getesteten Zytostatikakonzentrationen sowie den Kontrollen 
über dem für Exosomen definierten Größenbereich (s. Abb. 47 – 49, (Uhl 2016, Henning 
2017)). Lediglich Partikel von den mit den geringsten Konzentrationen von Cisplatin-, 
Topotecan- und Bleomycininkubierten Explantaten zeigten nach 24 h Inkubation eine 
Exosomen-äquivalente Größe (s. Abb. 47). Während die Kontrolle nach 48 h im Durchschnitt 
kleinere Partikel aufwies als nach 24 h, war bei den Zytostatika-inkubierten Überständen aller 
Konzentrationen ein Anstieg der Meanwerte mit zunehmender Inkubationszeit zu 
verzeichnen. Die Partikel nach 24 h Zytostatikainkubation waren jedoch deutlich kleiner als 
diejenigen der jeweiligen Kontrolle. Die 48 h inkubierten Überstände wiesen dagegen im 
Vergleich zur Kontrolle teilweise signifikant größere Partikel auf.  
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Für die abschließende Bewertung sind die Ergebnisse aller toxikologischen Analysen an den 
untersuchten Zellen in den verschiedenen Kulturmodellen in Tabelle 7 zusammengefasst. 
Tab. 7: Zytostatikaeffekte auf die untersuchten Zellen kultiviert in drei verschiedenen 
Modellansätzen 
Um eine abschließende Übersicht über alle beobachteten Effekte in den einzelnen etablierten 
Kulturmodelle nach Zytostatikainkubation zu erhalten, wurden die Ergebnisse aller toxikologischen 
Analysen deskriptiv zusammengefasst.  
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6. Diskussion 
Die humane Plazenta ist das Schlüsselorgan für eine erfolgreiche Reproduktion (Lee et al. 
2016). Sie stellt eine adäquate fetale Versorgung mit Sauerstoff und Nährstoffen sicher, 
indem sie als Verbindungsglied zwischen zwei Kreisläufen fungiert und den Stoffaustausch 
reguliert. Andererseits gewährleistet die Anatomie der Plazentaschranke und das Vorkommen 
von zahlreichen Transportproteinen sowie metabolisch wirksamen Enzymen eine 
Schutzfunktion gegenüber Fremdstoffen, die eine mögliche Gefährdung für das Ungeborene 
darstellen. Damit übernimmt die Plazenta eine entscheidende Rolle in der fetalen Entwicklung 
und Gesundheit. Dysfunktionen können folgenschwere Auswirkungen nicht nur für den Fetus, 
sondern auch für die Schwangere darstellen. Als Beispiele seien hier vor allem Präeklampsie, 
GDM und IUGR erwähnt. Noch immer sind die Mechanismen von Morphologie, 
Entwicklung und Funktion der Plazenta nicht vollständig geklärt, vieles bleibt unverstanden. 
Nicht zuletzt wegen der unzureichenden Datenlage und dem Fehlen klinischer Studien gilt die 
Plazenta damit als eines der am wenigsten verstandene Organ des menschlichen Organismus 
(Guttmacher et al. 2014). Gerade in jüngster Vergangenheit gibt es in der Plazentaforschung 
zahlreiche Bestrebungen wie das „Human Placenta Project“, die diesen Missstand zu beheben 
versuchen. Ziel ist es, durch neue Erkenntnisse präventive und therapeutische Interventionen 
entwickeln zu können, die eine komplikationsfreie Schwangerschaft sicherstellen und somit 
das Leben von Mutter und Kind nachhaltig positiv beeinflussen (Guttmacher et al. 2014). 
Schwangere Frauen sind täglich einer Reihe von Fremdstoffen aus Umwelt, „Lifestyle“ oder 
medikamentöser Therapie ausgesetzt. Bereits in den 1960er Jahren wurde durch den 
Thalidomid-Vorfall zweifelsfrei deutlich, dass Xenobiotika die Plazentaschranke passieren 
können (Myren et al. 2007). Inzwischen geht man davon aus, dass potentiell alle während der 
Schwangerschaft verabreichten Substanzen den fetalen Kreislauf, vor allem via passiver 
Diffusion, erreichen können (Syme et al. 2004). 
Generell durchlaufen Testsubstanzen eine Vielzahl unterschiedlichster Test, die in breit 
angelegten klinischen Studien an Probanden gipfeln, bevor eine Marktzulassung nach 
durchschnittlich 15 Jahren Forschung erteilt werden kann. Aufgrund naheliegender ethischer 
Aspekte bleiben die Arzneimittelwirkungen an Schwangeren in der Regel unerforscht. Daher 
fehlen hier oftmals Daten zur Arzneimittelwirkung und -sicherheit. Deshalb sind in der 
Vergangenheit Therapieentscheidungen meist auf Grundlage empirischer Erkenntnisse, 
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dokumentiert durch Fallberichte, getroffen worden. Darüber hinaus können aus Tierversuch-
basierten Daten nur eingeschränkt Rückschlüsse auf die Wirkung auf den humanen 
Organismus gezogen werden. Da die Plazenta durch eine hohe Artspezifität charakterisiert ist 
(Schmidt et al. 2015), erschweren anatomische, morphologische und funktionelle 
Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies eine Übertragung auf den Menschen (Simone 
et al. 1994, Syme et al. 2004). Besonders kritisch sind hierbei Studien zu Arzneistofftransfer 
und -metabolismus zu hinterfragen, da die haemochoriale Anatomie der Plazentaschranke mit 
direktem Kontakt von Trophoblastzellen und mütterlichem Blut z. B. nicht bei Mäusen 
vorkommt. Prädiktive humane in vitro und ex vivo Modelle sind somit unverzichtbar und von 
entscheidender Bedeutung in der Plazentaforschung, um damit Bedingungen in vivo 
möglichst realistisch nachzustellen.  
Serumeinfluss in der Zellkultur 
Vor diesem Hintergrund ist es erstaunlich, dass diese Modelle meist nicht ausschließlich auf 
humane Quellen zurückgreifen. Die Kultivierung humaner Zellen erfolgt routinemäßig unter 
Zusatz von FBS, das die Vitalität und die Proliferation der Zellen sicherstellen soll. In der 
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss von HS als Kultivierungszusatz in der Zellkultur 
untersucht und dem von FBS gegenübergestellt. Ziel war es, durch funktionelle in vitro 
Assays potentielle Unterschiede zwischen den Seren offenzulegen. In Anbetracht der 
übergeordneten Thematik Krebs während der Schwangerschaft wurden die Analysen an den 
beiden Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa durchgeführt, die seit Jahrzehnten etabliert 
sind und Forschungsgegenstand zahlreicher Untersuchungen waren. Weiterhin wurde der 
Einfluss der beiden Seren auf die Fähigkeit zur Sphäroidbildung getestet, da 3D-Modelle wie 
MCTS gerade in der Tumorforschung breite Anwendung finden. Bedingt durch den 
Sauerstoff- und Nährstoffgradienten, der mit zunehmender Sphäroidgröße entsteht, sind die 
Sphäroide ab einem Durchmesser > 500 m durch unterschiedliche Zellschichten 
charakterisiert, die dem Wachstumsverhalten avaskulärer Tumorregionen ähneln (Mehta et al. 
2012). Bezogen auf Vitalität, Proliferations- und Migrationsverhalten konnten keine 
signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Seren festgestellt werden, wohingegen 
Zellen kultiviert mit HS ein signifikant stärkeres Invasionsverhalten aufwiesen. Darüber 
hinaus ermöglichte die Verwendung von HS die Generierung von SiHa-Sphäroiden, während 
unter Zusatz von FBS im Kulturmedium lediglich lose Zellaggregate detektiert werden 
konnten. Interessanterweise disaggregierten diese Sphäroide nach Überführen in 
Kulturmedium, dem FBS zugesetzt war. Eine Hochregulierung extrazellularer Matrixproteine 
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in dermalen Fibroblasten durch HS wurde im Rahmen einer Studie nachgewiesen  (Mazlyzam 
et al. 2008), sodass dieser stimulierende Effekt auf die extrazelluläre Matrix für die 
Sphäroidgenerierung relevant sein könnte. Bei den HeLa-Zellen war zwar auch eine 
Sphäroidbildung mit FBS erfolgreich, jedoch schien sich HS auch bei diesen Zellen positiv 
auf die Sphäroidstruktur auszuwirken. Die Sphäroide in HS wiesen einen runden, klar 
abgrenzbaren Rand auf und waren kompakter als solche kultiviert in FBS. Eine höhere 
Zellzahl sowie der Zusatz von Methocel, das als Viskositätserhöher häufig bei der 
Spheroidgenerierung eingesetzt wird, verbesserten bei beiden Zelllinien Sphäroidstruktur und 
Kompaktheit. Da die Fähigkeit zur Sphäroidbildung abhängig von der jeweils verwendeten 
Zelllinie ist und standardisierte Protokolle nur begrenzt existieren (Froehlich et al. 2016a), 
können diese Erkenntnisse zukünftig als Ansatz für eine leichtere Etablierung von 3D-
Modellen dienen. Durch die Untersuchungen wurde gezeigt, dass Invasion und 
Sphäroidbildung durch FBS und HS unterschiedlich beeinflusst werden. Diese zwei 
Zelleigenschaften sind von entscheidender Funktion für das Tumorverhalten und den Verlauf 
der Metastasierung. Das Potenzial von in vivo Sphäroiden, als Carrier von Krebsstammzellen 
zu fungieren und damit den Metastasierungsprozess zu fördern, ist Gegenstand aktueller 
Studien (Denes et al. 2015). Neben Art-bedingten Differenzen könnten auch 
Konzentrationsunterschiede einzelner Faktoren im Serum Gründe für die unterschiedlichen 
Effekte von FBS und HS sein. Das getestete HS wies u. a. eine höhere Konzentration an 
Estradiol und Albumin auf. Beide Faktoren besitzen eine stimulierende Wirkung auf 
Wachstum und Differenzierung von Mammazellen (Francis 2010, Liu et al. 2017). Dennoch 
sollten Artunterschiede einzelner Serumfaktoren zukünftig auf molekularer Ebene analysiert 
werden. Die hohe Fehlerrate präklinischer Forschung könnte schließlich auch eine 
Konsequenz der Tatsache sein, dass humane Zellen mit art-fremdem Serum kombiniert 
wurden (Hartung 2013). 
Etablierung von Modellen auf Basis humaner Trophoblastzellen 
Für experimentelle Studien ist humanes Plazentagewebe relative leicht und kostengünstig 
verfügbar – die Bereitschaft der Schwangeren, ihre Plazenta für Forschungszwecke zur 
Verfügung zu stellen, ist im Allgemeinen sehr hoch. Um dies nutzen zu können und damit die 
Problematik von Artunterschieden bei der Extrapolation der erhobenen Daten zu umgehen, 
sind zahlreiche Modelle etabliert worden, die auf humanem Plazentagewebe basieren. Im 
nachfolgenden Schritt wurden einige dieser Modelle im Hinblick auf ihre Eignung für 
toxikologische Fragestellungen eingeordnet: Die immortalisierten humanen Trophoblastzellen 
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HTR8/SVneo und JEG-3 wurden als Monolayer sowie in Form von Organoidsphäroiden, 
kleinen Sphäroiden von einschichtiger Struktur, kultiviert. Als ex vivo Modell dienten 
Plazenta-Explantatkulturen, gewonnen aus humanem villösem Gewebe von Terminplazenten. 
Das Schwangerschaftshormon hCG ist von entscheidender Funktion für die Implantation und 
Regulation schwangerschaftsspezifischer Prozesse. Sowohl die Struktur, als auch die 
Sekretion von hCG und seiner hyperglykolisierten Form sind primatenspezifisch und stehen 
in engem Zusammenhang mit der hämochorialen Plazentation (Cole 2012). Da die Funktion 
von hCG somit nur unzureichend anhand von Tierversuchen erforscht werden kann, wurde 
seine Kinetik innerhalb der untersuchten Modelle mitbewertet. 
Im Allgemeinen verfügen 2D-Kulturen über den Vorteil einer leichten Anwendung und 
können meist in kurzer Zeit ein hohes Datenvolumen generieren. JEG-3, BeWo und JAR-
Zelllinien wurden bspw. häufig verwendet, um die Metabolisierung von Xenobiotika oder 
deren Einfluss auf die plazentare Hormonproduktion zu analysieren (Myllynen und 
Vahakangas 2013). Aufgrund ihres immortalisierten Charakters eignen sie sich hervorragend 
für Experimente über einen längeren Versuchszeitraum. Ihre Vitalität sowie die Fähigkeit der 
anhaltenden Hormonproduktion in Kultur wurden anhand der durchgeführten 
Überstandsanalysen an JEG-3-Zellen bestätigt. Aufgrund ihrer Homogenität können sie 
jedoch die komplexe Struktur der Plazenta und damit in vivo Bedingungen nur limitiert 
widerspiegeln. Um Zell-Zell- sowie Zell-Matrix-Interaktionen eines Gewebeverbands besser 
nachzustellen, sollten 3D-Versuchsanordnungen angestrebt werden, die den etablierten 2D-
Modelle hinsichtlich der in vivo Simulation überlegen sind. Es konnte bereits nachgewiesen 
werden, dass Trophoblastzellsphäroide in der Lage sind, das in vivo Invasionsverhalten zu 
simulieren (Rai und Cross 2015). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die 
Fähigkeit zur hCG-Sekretion im 3D-Zellverband beibehalten wurde und die Zellen vital 
blieben. Eine für MCTS charakteristische Sphäroidstruktur mit verschiedenen Zellschichten 
und einem nekrotischen Kern war nicht erwünscht und wurde durch entsprechende 
Kultivierungsbedingungen vermieden. Ob die 3D-Struktur selbst die Hormonsynthese u. a. 
von hCG beeinflusst, konnte aufgrund der jeweils verschiedenen experimentellen Setups und 
unterschiedlicher Zellzahlen nicht festgestellt werden und ist Gegenstand zukünftiger 
Untersuchungen. Ein interessanter Ansatz im Rahmen der 3D-Kultur ist die gleichzeitige 
Verwendung unterschiedlicher Zelltypen. Zur Nachbildung der Plazentaschranke diente 
beispielsweise ein 3D-Kokultur-Modell, bestehend aus einer inneren Zone villöser Stroma-
Fibroblasten, die von BeWo-Zellen umgeben waren (Muoth et al. 2016). Experimente mit 
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Konfrontationskulturen aus HTR8/SVneo-Trophoblastsphäroid und Plazenta-Explantat 
wurden zum Erforschen von Stammzelleigenschaften angewandt (Weber et al. 2013).  Ferner 
gelang es einer weiteren Arbeitsgruppe mit ähnlicher Zielsetzung Sphäroide mit Primärzellen 
zu generieren, die aus der humanen Plazenta des ersten Trimenon isoliert worden waren 
(Nandi et al. 2018). 
Humane Plazenta-Explantate des ersten und dritten Trimenons wurden häufig genutzt, um 
diverse Facetten der maternal-fetalen Schnittstelle zu erforschen, u. a. Transport- bzw. 
Enzymfunktion sowie Metabolisierung von Fremdstoffen (Miller et al. 2005). Die 
Herausforderung dabei besteht in der Sicherstellung der Gewebevitalität über einen längeren 
Untersuchungszeitraum. Im Rahmen der durchgeführten Analysen am Explantatmodell war es 
nicht möglich, eine kontinuierliche Freisetzung von hCG in das Kulturmedium zu 
beobachten. Nach einem Peak innerhalb der ersten 24 h in Kultur fiel die Konzentration von 
hCG auf ein Minimum ab. Es wird vermutet, dass bedingt durch die Präparation das Hormon 
anfangs vermehrt aus dem Gewebe sickerte und nachfolgend durch den Mediumwechsel 
herausgewaschen wurde. Das Vorkommen von hCG und Steroidhormonen gilt als 
anerkannter Marker für die Sekretionsfähigkeit des Synzytiotrophoblasten. Die Verwendung 
der hCG-Konzentration in den Kulturüberständen als Maßstab für die Vitalität der 
Zellen/Sphäroide muss jedoch kritisch hinterfragt werden, da dies auch das Resultat einer 
passiven Freisetzung in Folge nekrotischer Prozesse sein könnte (Watson et al. 1995, Miller et 
al. 2005). Als Konsequenz wurden weitere Analysen zur Evaluierung der Explantatvitalität 
einbezogen. Die gemessenen Konzentrationen von Glukose, Laktat und Steroidhormonen 
ließen ebenfalls auf eine nachlassende Zellvitalität mit fortschreitender Kultivierungszeit 
schließen. Dies scheint besonders die synzytiotrophoblastäre Zellschicht zu betreffen, in der 
ausschließlich das endokrin wirkende hCG produziert wird. Durch die histologischen 
Analysen konnte eine Ablösung dieser Schicht innerhalb der ersten 24 h in Kultur detektiert 
werden, auch Membran und Zellkerne zeigten erste morphologische Auffälligkeiten. 
Demgegenüber waren Fibrinoidnekrosen erst ab Tag 5 anhand des histologischen 
Bewertungssystems quantifizierbar. Damit untermauern die Ergebnisse Studien, die die 
Tendenz einer Degeneration des Synzytiotrophoblasten in Kultur beschreiben (Palmer et al. 
1997, Sooranna et al. 1999, Di Santo et al. 2003). Das Ziel sollte sein, zukünftig optimierte 
und standardisierte Kultivierungsbedingungen zu schaffen, bei denen die Zellen in ihrem 
natürlichen Gewebeverband vorliegen. Simán et al. konnte bereits eine Generierung einer 
neuen Synzytiotrophoblastenschicht bei gleichzeitiger Aufrechterhaltung der hCG-Produktion 
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in Explantaten von je 5 mg nachweisen (Siman et al. 2001). Die für Analysen des 
Plazentatransports standardisierten Monolayer-basierten Transwell Inserts (Sastry 1999) 
werden immer häufiger durch dynamische Multischicht-Systeme abgelöst, deren Anspruch es 
ist, die mikrophysiologischen Vorgänge der Plazentaschranke näher an den in vivo 
Bedingungen zu rekonstruieren. Zur Simulation des Synzytiotrophoblasten und einer dichten 
Mikrovillistruktur wurden dazu BeWo-Zellen mit fetalen Endothelzellen (HUVEC) auf einem 
Mikrochip mit einer extrazellulären Matrix kokultiviert (Blundell et al. 2016). In anderen 
Laboren wurden auch JEG-3-Zellen eingesetzt, um die trophoblastäre Schicht darzustellen 
(Lee et al. 2016). Innovativ ist dabei die Kultivierung der Zelllinien unter dynamischen 
Flussbedingungen in Kombination mit einer porösen Membran, die die konfluente epitheliale 
(BeWo bzw. JEG-3) und endotheliale Schicht (HUVEC) voneinander abgrenzt, sodass zwei 
separate Kreisläufe entstehen. Die Vitalität der funktionellen Einheit wird meist anhand 
mehrerer Parameter überprüft: Mikroskopie (Morphologie), ß-hCG-Konzentration, IHC-
Färbung mit einem anti-E-Cadherin-Antikörper (Synzytialisierung nach 
Forskolinbehandlung) und Phalloidin (selektive Färbung von F-Aktin der Mikrovilli), Messen 
des FITC-Dextran-Übertritts von maternalem auf fetales Kompartiment oder alternativ 
Messung des Glukosetransports (Membranintegrität). Damit erlauben diese „Placenta-on-a-
chip“-Modelle transplazentare Transportstudien über einen längeren Versuchszeitraum. Durch 
die präzise Kontrolle ihrer Mikroumgebung mithilfe biomathematischer Gleichungen können 
diese Systeme an die jeweilige Fragestellung angepasst werden. Ein Ziel des international 
angelegten „Human Placenta Projekts“ ist es daher auch, innovative Technologien für die 
Weiterentwicklung und Optimierung von humanbasierten in vitro Modellen in der 
Plazentaforschung zu nutzen (Huckle 2017).  
Effekte von Zytostatika auf die etablierten Plazentamodelle 
Nachfolgend sollten die beschriebenen etablierten Modelle genutzt werden, um den Einfluss 
von Xenobiotika hinsichtlich ihrer unerwünschten Nebenwirkungen auf die Plazenta zu 
bestimmen, damit eine indirekte Risikoevaluierung für den Fetus vorgenommen werden kann. 
Da die Inzidenz von Krebs während der Schwangerschaft steigt und eine Chemotherapie bei 
progressiven Tumoren indiziert sein kann, waren Zytostatika Gegenstand der Untersuchung. 
Ziel einer Chemotherapie ist es, Tumorzellen effektiv zu bekämpfen und gleichzeitig andere, 
vor allem schnell wachsende Zellen, maximal zu schonen. Um die Effektivität der getesteten 
Konzentrationen gegenüber Tumorzellen zu beurteilen, wurden Zervixkarzinom-Zelllinien 
ebenfalls in die Versuchsreihe einbezogen. Der Schwerpunkt lag darin, Methoden zu 
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etablieren, die potenziell toxische Effekte an plazentaren Zellen offenlegen. Dabei sollte die 
humane Plazenta nicht nur als Organ für schwangerschaftsassoziierte Fragestellungen, 
sondern auch als potentielles Organ für allgemein toxikologische Analysen im Rahmen von 
Wirkstoffscreenings diskutiert werden. 
Die untersuchten Zelllinien sowie die verwendeten Modelle reagierten unterschiedlich 
sensibel auf die getesteten Zytostatika, zeigten jedoch jeweils ähnliche 
medikamentenspezifische Effekte. Im Allgemeinen war eine Medikamenten-, Konzentrations- 
sowie Inkubationszeitabhängigkeit der Effekte zu verzeichnen. Im Vergleich zu den beiden 
Zervixkarzinom-Zelllinien HeLa und SiHa wirkten die Zytostatika stärker zytotoxisch auf die 
Trophoblast-Zellen HTR8/SVneo und JEG-3. Die Zellvitalität war in den Monolayerkulturen 
nach 48 h Inkubation bei nahezu allen Bedingungen gegenüber der Kontrolle signifikant 
gesunken, während bei den Trophoblastsphäroiden vor allem JEG-3-Zellen starke 
morphologische Schäden zeigten. Die Zervixkarzinom-Zellen waren in ihrer Zellvitalität 
stärker durch Cisplatin und Paclitaxel beeinträchtigt, was auch anhand des 3D-Modells 
sichtbar wurde. Die SiHa-Zellen zeigten bei allen Versuchen die geringsten Reaktionen auf 
die Zytostatikainkubation, sichtbar auch anhand der durchgeführten immunhistologischen 
Analyse, die eine typische Struktur von MCTS mit apoptotisch/nekrotischen, ruhenden und 
proliferierenden Zellen nachweisen konnte. Diese Analyse war bei allen anderen Zelllinien 
nicht erfolgreich. Hier zerfielen die Sphäroide in lose Aggregate, was mit einer bereits starken 
initialen morphologischen Schädigung der Sphäroide in Verbindung gebracht wird (Zerfall 
der Sphäroide beim Einbettvorgang). Es muss jedoch erwähnt werden, dass SiHa-Sphäroide 
generell eine kompaktere Struktur aufwiesen als die anderen Zelllinien, was eine durch 
Zytostatika ausgelöste morphologische Schädigung erschweren könnte. Nichtsdestotrotz 
deuten die Ergebnisse darauf hin, dass SiHa- im Vergleich zu HeLa-Zellen über eine höhere 
Chemoresistenz verfügen. Ein Grund könnte eine bessere Anpassung von SiHa-Zellen an 
hypoxische und azidotische Bedingungen sein (Biggemann 2014), eine Eigenschaft, die die 
Invasivität und Metastasierung von Tumoren triggert (Martinez-Zaguilan et al. 1996). Durch 
Überstandsanalysen konnte ein starker Konzentrationsanstieg von Estradiol nach 
Paclitaxelexposition in den Zervixkarziom-Zelllinien beobachtet werden. Studien ergaben, 
dass in Brustkrebszellen eine Resistenz gegenüber Paclitaxel durch Estrogenrezeptor (ER)  
vermittelt wird. Viele weitere chemotherapeutische Substanzen sind weniger effektiv in 
ER+-Tumoren als in ER--Tumoren (Sui et al. 2011). Als Mechanismus wird dabei eine 
Phosphorylierung der Apoptose-Signal-regulierenden-Kinase 1 vermutet, sodass die Apoptose 
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in Tumorzellen verhindert wird (Sui et al. 2007). Estrogen scheint daher als anti-apoptotisches 
Agens zu wirken und stimuliert das Zellwachstum (Ruutu et al. 2006). Somit besitzen die 
Zellen durch eine stärkere Hormonproduktion einen Schutz, der die zytotoxische Wirkung des 
Chemotherapeutikums abschwächt. Steigende Estradiolkonzentrationen waren auch für die 
HTR8/SVneo-Zellen, jedoch nur kaum für JEG-3-Zellen nachgewiesen worden. Diese 
Tatsache wird mit den Ergebnissen des MTS-Assays in Verbindung gebracht, die einen 
stärkeren Effekt von Paclitaxel auf JEG-3-Zellen zeigten. Die Zellen scheinen für eine weitere 
Estradiolsekretion in ihrer Vitalität zu stark geschädigt zu sein. Da JEG-3-Zellen auch hCG 
sezernieren, wurde hier ebenfalls der Zytostatikaeinfluss auf die Konzentration im 
Kulturüberstand bestimmt. Es zeigte sich, dass Cisplatin, Paclitaxel und Topotecan einen 
stark inhibierenden Effekt auf die hCG-Produktion der Zellen ausüben. Dies könnte sowohl 
auf eine endokrine Zytostatika-vermittelte Disruption, als auch auf eine indirekte Wirkung 
durch die Zellnekrose zurückzuführen sein. Um den zugrundeliegenden Mechanismus 
genauer zu verstehen, sollten zukünftig auch die Überstände geringerer Konzentrationen und 
Inkubationszeiten, die die metabolische Aktivität der JEG-3-Zellen nicht wesentlich 
beeinflussten, auf hCG sowie Estradiol untersucht werden. Die Erkenntnisse der Zellkultur-
basierten Modelle ließen sich im Folgenden auch für die Versuche mit Plazenta-Explantat-
Modell bestätigen. Cisplatin und Paclitaxel zeigten die stärkste Wirkung auf die Zellvitalität, 
messbar anhand des MTS-Assays sowie der Bestimmung metabolischer Parameter. Des 
Weiteren führten hohe Konzentrationen zu einer signifikant nachlassenden Estradiolsekretion 
der Zellen, wohingegen die Progesteronkonzentration im Kulturüberstand durch eine 
Zytostatikainkubation im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle zunahm. Paclitaxel scheint 
hierbei eine besonders starke Wirkung auf die Hormonsekretion auszuüben. In geringen 
Konzentrationen führte Paclitaxel zu einem Ansteigen der Estradiol- und Progesteronwerte in 
den Kulturüberständen. Das Phänomen einer gesteigerten Hormonkonzentration, im 
Besonderen durch geringe Zytostatikakonzentrationen, wurde bereits für die o. a. Versuche in 
vitro nachgewiesen. Interessanterweise existiert eine Studie, die eine inhibierende Wirkung 
von Glukokortikoiden auf eine Paclitaxel-induzierte Apoptose beschreibt (Sui et al. 2006). 
Natürlich vorkommende Glukokortikoide wie das Cortisol sind Abkömmlinge des 
Progesterons. Als endokrin wirkendes Organ scheint somit auch die Plazenta über die 
Möglichkeit zu verfügen, durch eine gesteigerte Hormonsezernierung die Wirkung von 
Zytostatika abzuschwächen. Dies wird – im Besonderen bezogen auf Paclitaxel – auch 
anhand einer gesteigerten hCG-Sekretion der Explantate deutlich. In Granulosazellen konnte 
eine Behandlung mit hCG zu einer Reversibilität der durch Taxol verursachten hemmenden 
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Steroidogenese führen (Chen et al. 1994). Trotz dieser Hormon-getriggerten Schutzfunktion 
sank die metabolische Aktivität im Fall von Paclitaxel auch in Plazenta-Explantaten 
signifikant ab. Die Ergebnisse veranschaulichen die Gefahr von Fehlinterpretationen bei der 
Auswertung von Überstandsanalysen, weshalb diese nicht allein Grundlage toxikologischer 
Untersuchungen sein sollten. Einen eindeutigen Nachweis zellschädigender Zytostatika-
vermittelter Effekte erbrachten histologische Untersuchen des Plazentagewebes. Hierbei 
waren morphologische Auffälligkeiten in allen Zytostatika-inkubierten Explantaten 
festzustellen. Zwar wiesen auch die Kontrollen innerhalb der Kultivierungszeit zunehmende 
Anomalien auf, eine Differenzierung gegenüber den Zytostatikaeffekten wurde jedoch 
mithilfe des Bewertungsscores möglich, da dieser eine unterschiedliche Medikamenten-
induzierte Schädigung der Morphologie offenlegte. Die besonders schwere Schädigung durch 
Cisplatin und Paclitaxel fiel durch die subepitheliale Vakuolisierung auf, das Ablösen der 
synzytiotrophoblastären Schicht. Eine Herausforderung bei der histologischen Evaluierung 
bleibt – neben der Kultivierung über einen längeren Zeitraum – die Heterogenität des 
Plazentagewebes zwischen unterschiedlichen Probanden, die hohe Standardabweichungen 
bedingt. Einen weiteren Erkenntnisgewinn versprechen immunhistologische Untersuchungen. 
Ki67 kann hierbei als zusätzlicher Marker für die Wirkung der Zytostatika auf die 
Proliferation in den Explantaten herangezogen werden, während die cPARP-Expression als zu 
niedrig für aussagefähige Ergebnisse innerhalb des getesteten Inkubationszeitraums erscheint. 
Zukünftig sollten weitere Marker wie HIF-1 (Hypoxie) oder p27kip (Zellarrest) hinsichtlich 
ihres Potenzials für toxikologische Evaluierungen am Plazentagewebe untersucht werden. 
Für die im Vergleich zu Cisplatin und Paclitaxel schwächere Wirkung von Topotecan auf 
plazentare Zellen können weitere Chemoresistenzmechanismen Erklärungsansätze liefern. 
Bezogen auf den Arzneistoffmetabolismus sind aktive Transporter eine wichtige 
Einflussgröße, da viele Arzneistoffe eine strukturelle Ähnlichkeit zu endogenen Substanzen 
aufweisen. Zahlreiche ABC-Transporter, wie P-Glycoprotein (Sugawara et al. 1988, Cordon-
Cardo et al. 1990), MRP (Konig et al. 1999) oder BCRP (Allikmets et al. 1998) werden in der 
Plazenta exprimiert. Eine limitierende Wirkung von BCRP auf den plazentaren Transfer von 
Topotecan konnte im Mausmodell nachgewiesen werden (Jonker et al. 2000). Bei dem 
Transport von Cisplatin sind MRPs involviert. Hier wurde durch Kopplung an ein 
Gallensäurederivat die Permeabilität von Cisplatin durch die Plazentaschranke gesenkt 
(Pascual et al. 2001), was für zukünftige Krebstherapien während der Schwangerschaft 
genutzt werden könnte. Bleomycin zeigte in allen getesteten Zelllinien sowie in den 
Diskussion 
110 
 
Explantaten eine relativ schwache zytotoxische Wirkung. Hauptmechanismus ist die Bildung 
von Superoxid-Radikal-Anionen (ROS) (Mutschler 2013). ROS entstehen auch durch andere 
Stoffwechselvorgänge innerhalb des aeroben Stoffwechsels, bspw. durch die Gluthation-
Reduktase oder CYP-Enzyme katalysierte Reaktionen. Sie schädigen bzw. beeinträchtigen die 
Funktion vieler Biomoleküle, Proteine oder DNA, weshalb die Zellen über verschiedene 
Schutzmechanismen zur Entgiftung von ROS verfügen (Schieber und Chandel 2014). Beteiligte 
Enzyme sind die Katalase und Superoxiddismutase (SOD) sowie Antioxidantien wie 
Glutathion oder Bilirubin (Miao et al. 2013). Eine Inaktivierung von Bleomycin selbst findet 
über Hydrolasen aus dem Blutplasma und der Leber statt (Mutschler 2013). Die humane 
Plazenta verfügt ebenfalls über eine Vielzahl verschiedener Enzyme, die u. a. oxidative, 
hydrolytische und konjungierende Reaktionen im Rahmen des „drug“-Metabolismus 
katalysieren. Beispiele dafür sind die Glutathion-S-Transferase sowie die Epoxidhydrolase 
(Giaginis et al. 2011). Die geringe Wirkung von Bleomycin könnte daher Folge einer 
schnellen Inaktivierung seiner metabolisch wirksamen Form oder durch den Abbau von ROS 
bedingt sein. Seine große Molekülgröße könnte einen transplazentaren Transport erschweren. 
Bleomycin wies somit das geringste Potenzial für Nebenwirkungen auf Trophoblastzellen auf, 
was für eine Anwendung im Rahmen der Chemotherapie während der Schwangerschaft 
spricht. Seine zytotoxische Wirkung war jedoch auch in den Zervixkarzinom-Zellen relativ 
gering, sodass eine Monotherapie nicht erfolgreich zu sein scheint. In der Chemotherapie wird 
Bleomycin meist als Komedikation eingesetzt (Mutschler 2013). Obwohl Cisplatin und 
Paclitaxel im Rahmen der vorliegenden Arbeit die stärksten zytotoxischen Effekte auf 
plazentare Zellen aufwiesen, gilt eine Verwendung in geringer Dosierung innerhalb des 
zweiten und dritten Trimenons als relativ sicher (Amant et al. 2015). Fallberichte zeigten vor 
allem hinsichtlich des teratogenen Potenzials keine schädigende Wirkung auf den Fetus. Eine 
Plazenta-Perfusionsstudie demonstrierte einen zu vernachlässigenden Transfer von Cisplatin 
in Terminplazenten (Al-Saleh et al. 2008). Beide Zytostatika gelten als Empfehlung für die 
Behandlung des Zervixkarzinoms während der Schwangerschaft (Basta et al. 2015). Ihre 
effektive Wirkung auf die Zervixkarzinom-Zelllinien konnte anhand der durchgeführten 
Assays bestätigt werden. Dennoch könnten die beobachteten toxischen Effekte auf 
Trophoblastzellen Auswirkungen auf die Mutter und das Ungeborene haben. Da die 
Neugeborenen behandelter Frauen häufiger ein niedriges Geburtsgewicht aufweisen (Loibl et 
al. 2012), wird ein Zusammenhang mit plazentarer Restriktion vermutet.  
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Diagnostisches Potenzial plazentarer ECV 
Die Rolle der plazentaren ECV im Rahmen von pathologischen Erscheinungsformen während 
der Schwangerschaft wurde bereits umfassend diskutiert. Neben Trophoblastzellen in Form 
von Primärzellen (Salomon et al. 2013) oder etablierten Zelllinien (Salomon et al. 2014a) 
wurden bisher u. a. villöse Plazenta-Explantate (Vargas et al. 2014), Perfusionslösung (Gupta 
et al. 2005) sowie Blutplasma (Salomon et al. 2014b) schwangerer Frauen untersucht. Als 
Konsequenz sollte das diagnostische Potenzial plazentär freigesetzter Exosomen anhand der 
quantitativen Analysen in Explantatüberständen nach Zytostatikainkubation untersucht 
werden. Es konnte gezeigt werden, dass die Exosomenkonzentration sowie -größe nach 
Medikamentenexposition signifikant verändert waren. Mit fortschreitender Inkubationszeit 
stiegen die Zahl und der Durchmesser der Partikel, die in das Kulturmedium freigesetzt 
wurden. Dieser Effekt deutet auf eine zunehmende Zellschädigung in Folge der 
Zytostatikaexposition hin. Damit bestätigen die Beobachtungen die Ergebnisse zahlreicher 
Studien, die eine erhöhte Konzentration von ECV in Körperflüssigkeiten bei pathologischen 
Zuständen beschreiben (Salomon et al. 2014b). Des Weiteren konnte ein Zusammenhang mit 
dem Auftreten von oxidativem Stress oder inflammatorischen Prozessen beobachtet werden 
(Jin und Menon 2018). Ob in den zugrundeliegenden Versuchen die erhöhte 
Partikelkonzentration in den Explantatüberständen einer vermehrten Produktion innerhalb der 
Zelle oder einer gesteigerten Freisetzung in Folge des Zelluntergangs geschuldet ist, bleibt 
noch zu untersuchen. Bezogen auf die verwendeten Zytostatikakonzentrationen konnte 
lediglich im Fall des Paclitaxels ein Zusammenhang mit der Partikelkonzentration in den 
Überständen festgestellt werden: Proben stärkerer Paclitaxelkonzentrationen wiesen eine 
höhere Partikelanzahl in den Überständen auf. Dagegen wiesen Überstände, die jeweils mit 
der mittleren Konzentration an Cisplatin, Topotecan und Bleomycin inkubierten, im 
Durchschnitt die meisten Partikel auf. Die geringeren Messwerte, die bei den höheren 
Zytostatikakonzentrationen ermittelt wurden, könnten auf methodische Schwachstellen 
zurückzuführen sein, die die Etablierung von ECV als neuen Biomarker verschiedenster 
Krankheiten erschwert. Sowohl die Probensammlung, -isolation als auch -charakterisierung 
betreffend, besteht eine hohe Diversität zwischen den Laboren, die eine Vergleichbarkeit der 
Ergebnisse erschwert. Besonderes Augenmerk muss auf die Isolationsmethode gelegt werden, 
da Sensitivitätsunterschiede die Quantifizierung beeinflussen (Tannetta et al. 2017a) und die 
Forderung nach standardisierten Protokollen laut werden lassen (Witwer et al. 2013). Neben 
der verwendeten NTA finden vor allem Durchflusszytometrie, Elektronenmikroskopie sowie 
„enzyme-linked immunosorbent“-Assays routinemäßig Verwendung (Tannetta et al. 2014), 
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Methoden, die alle durch Vor- sowie Nachteile geprägt sind (Xu et al. 2016, Momen-Heravi 
et al. 2013). Darüber hinaus können mittels Western Blot charakteristische Faktoren innerhalb 
der ECV nachgewiesen werden, die Hinweise über deren Ursprung geben. Beispiele sind 
PLAP für synzytiotrophoblastäre ECV (Gohner et al. 2015, Tannetta et al. 2017a) oder 
Mucin-1 für diverse Tumor-freigesetzte ECV (Staubach et al. 2009, Woei et al. 2016). 
Hinsichtlich der Partikelgröße lagen die „Modewerte“ bis auf wenige Ausnahmen im Bereich 
zwischen 30 – 100 nm, sodass die meisten gemessenen Partikel als Exosomen angesehen 
werden können. Dennoch wird durch die ermittelten „Meanwerte“ deutlich, dass die 
Partikelgrößenverteilung bei allen Proben einen hohen Messbereich einschloss. Vor allem bei 
den 48 h inkubierten Proben wurden im Durchschnitt deutlich größere Partikel detektiert, die 
jenseits der definierten Exosomengröße lagen. Damit lassen die Ergebnisse bezüglich der 
Freisetzung von ECV eine Zytostatika-verursachte Tendenz Richtung der Bildung 
apoptotischer Partikel zu. Studien zeigten, dass auch ECV des Synzytiotrophoblasten von PE-
Patientinnen signifikant größer waren als die von gesunden Schwangeren (Holder et al. 2012, 
Tannetta et al. 2013). Es muss zukünftig unter Zuhilfenahme von Protein- und miRNA-
Analysen bspw. geklärt werden, ob auch die Zusammensetzung und der Inhalt der 
freigesetzten Partikel durch eine Zytostatikaexposition beeinflusst wird. Neben ihrem 
zellulären Ursprung wird der Inhalt von ECV als wichtige Determinante postuliert, die 
Hinweise auf Dysfunktionen geben kann (Salomon et al. 2015). Bezogen auf plazentare ECV 
wurden u. a. 46 miRNAs des „chromosome 19 clusters“ spezifiziert, das ausschließlich in 
Primaten vorkommt (Mouillet et al. 2011, Morales Prieto und Markert 2011). Ihnen wird 
bereits eine entscheidende Funktion bei immunologischen Regulationen während der 
Schwangerschaft zugeschrieben (Ospina-Prieto et al. 2016, Noguer-Dance et al. 2010, 
Bullerdiek und Flor 2012). Plazentare ECV sind ab einem frühen Schwangerschaftsstadium 
im maternalen Blut nachweisbar, sodass minimalinvasiv und mit geringem Aufwand Daten 
über die gesamte Phase der Gestation erhoben werden könnten, die einen guten 
Gesamteindruck über den physiologischen Status der Plazenta liefern (Tannetta et al. 2017a). 
Damit stellt ihre Analyse im Rahmen von schwangerschaftsassoziierten Komplikationen, die 
häufig auf eine fehlgesteuerte Plazentation zurückzuführen sind (Mitchell et al. 2015), eine 
interessante diagnostische sowie therapeutische Methode im Sinne einer personalisierten 
Medizin dar (Tannetta et al. 2017a). 
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7. Schlussfolgerung 
Die humane Plazenta ist aufgrund ihrer komplexen Zusammensetzung und der relativ leichten 
Verfügbarkeit als Forschungsobjekt gut geeignet, um unterschiedliche Fragestellungen zu 
untersuchen. Besonders ihre Artspezifität bedingt einen großen Vorteil gegenüber 
Tiermodellen. Fehlinterpretationen bei der Extrapolation Tiermodell-basierter Daten auf den 
menschlichen Organismus in den letzten Jahrzehnten zogen mitunter Konsequenzen 
katastrophalen Ausmaßes mit sich (s. Contergan-Skandal, 1961). Im Hinblick auf 
toxikologische Analysen existieren diverse in vivo sowie ex vivo Modelle mit 
unterschiedlichster Komplexität, die vor allem bei schwangerschaftsassoziierten 
Fragestellungen zum Einsatz kommen. Dennoch sind alle verfügbaren Modelle nicht frei von 
Mängeln, sodass die Organ-spezifische Struktur und Schlüsselfunktionen der Plazenta nur 
limitiert abgebildet werden kann und bis heute kein optimales Modell für Plazenta- sowie 
Reproduktionstoxikologie existiert. Eine Herausforderung für die Forschung bleibt die 
Abbildung physiologischer und biochemischer Parameter in Mutter, Plazenta und Fetus, ihre 
Wechselwirkungen sowie ihre Veränderungen im Verlauf der Gestation (Syme et al., 2004). 
Zudem werden auch innerhalb dieser Modelle häufig Faktoren nicht humanen Ursprungs 
eingesetzt, die zu unerwünschten Interaktionen führen können. Ein geläufiges Beispiel ist der 
Einsatz von FBS in der Kultivierung humaner Zellen. In der vorliegenden Arbeit konnte 
anhand verschiedener Funktionsassays ein unterschiedlicher Einfluss von FBS und HS als 
Serumzusatz in der Zellkultur nachgewiesen werden. Die größten Unterschiede traten bei den 
untersuchten Zervixkarzinom-Zelllinien bezogen auf das Invasionsverhalten sowie auf die 
Fähigkeit zur Sphäroidbildung auf. Diese beiden Eigenschaften sind vor allem in der 
Krebsforschung von besonderem Interesse, da sie ein aggressives Tumorwachstum (Invasion) 
bzw. Metastasierung (Sphäroidbildung) anzeigen können. 
Die Optimierung der prädiktiven Aussagekraft präklinischer Screeningtests steht im 
besonderen Interesse der Pharmaforschung, da somit ungeeignete Wirkstoffkandidaten 
frühzeitig ausgeschlossen werden können. Um möglichst viele Informationen zu erhalten, 
sollten anhand einer toxikologischen Testkaskade mehrere Modelle genutzt werden, die u. a. 
Daten zu plazentarer Funktion und Toxizität, Plazentatransfer und -metabolismus sowie 
Arzneistoffkinetik generieren. Im Fokos stand vor allem die Verwendung von ex vivo 
kultivierten Plazenta-Explantaten aus Terminplazenten unkomplizierter Schwangerschaften. 
Es wurden unterschiedliche Methoden im Rahmen von Zeitversuchen etabliert, die eine 
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Schädigung des villösen Gewebes markieren. Neben der Eignung diverser Vitalitätsparameter 
(metabolische Aktivität, Glukose, Laktat, Hormone) wurde das Potenzial immun-
/histologischer Analysen unter Verwendung eines immunreaktiven Scores herausgearbeitet.  
Die toxikologischen Tests erfolgten zunächst mit etablierten Zelllinien an 2D-Modellen, da 
diese aufgrund der leichten Kultivierung und der Verfügbarkeit zahlreicher in vitro Assays in 
kurzer Zeit erste Informationen geben können. Des Weiteren wurden Sphäroide generiert, um 
die Vorteile eines 3D-Modells, bspw. die Berücksichtigung von Zell-Matrix-Interaktionen, zu 
nutzen. Schließlich erfolgten die Analysen an den ex vivo kultivierten Plazenta-Explantaten, 
um die toxischen Effekte im Gewebeverband zu detektieren. Bezogen auf die verwendeten 
Testsubstanzen zeigten Paclitaxel sowie Cisplatin die stärksten toxischen Effekte auf 
Zervixkarzinom- sowie Trophoblastzellen. Damit eignen sie sich zwar zur Behandlung des 
Zervixkarzinoms, könnten jedoch auch mit einem Risiko erhöhter Nebenwirkungen in Bezug 
auf eine Anwendung in der Schwangerschaft verbunden sein. Eine Applikation im Rahmen 
einer Chemotherapie in der Schwangerschaft gilt als relativ sicher, die Ergebnisse könnten 
jedoch eine Erklärung für ein geringeres Geburtsgewicht liefern, das häufiger Neugeborene 
behandelter Frauen betrifft. Im Anschluss sollten weitere Methoden wie die Plazenta-
Perfusion oder Transportanalysen eingeschlossen werden, damit das toxische Potenzial einer 
Testsubstanz für den Fetus abschließend beurteilt werden kann.  
Des Weiteren besteht der Anspruch, geeignete Biomarker plazentarer Toxizität zu finden, die 
ohne eine invasive Probeentnahme gemessen werden können. Bislang dienten vor allem 
Schwangerschaftshormone in Blutplasma und Urin als Nachweis für Plazentastress bzw. 
fetales Wachstum, deren klare Validierung jedoch noch fehlt. In Zukunft könnten ECV ein 
vielversprechender Ansatz sein, da deren Konzentration sowie deren Gehalt an DNA, RNA, 
miRNA sowie Proteinen in pathologischen Verlaufsformen verändert erscheint. Auch ein 
Anstieg der Exosomenkonzentration sowie -größe nach Zytostatikaexposition konnte in der 
vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden. Da ECV bereits ab einer frühen Phase in der 
Schwangerschaft im mütterlichen Blut nachweisbar sind, können Fehlregulationen 
möglicherweise schneller erkannt und behandelt werden mit Folge einer besseren 
medizinischen Prognose für Mutter und Kind. 
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8.4 Wirkmechanismen getesteter Zytostatika 
Cisplatin 
Charakteristisch für die Wirkstoffgruppe, zu der auch Carboplatin und Oxaliplatin zählen, ist 
eine planare cis-Diaminstruktur mit einem zweiwertigen Platinatom im Zentrum. Im 
Zellinneren findet eine Hydrolyse in die elektrophile, reaktive Verbindung cis-
[Pt(NH3)2Cl(H2O)]+ statt, die die Stickstoffatome der Nukleinbasen, bevorzugt die 
benachbarter Guaninbasen (N7), komplexiert und folglich zur Destabilisierung der DNA-
Doppelhelix führt. Es kommt zur Hemmung der Zellreplikation. Aufgrund ihres Wirkprinzips 
zählen Platinderivate zu den Alkylanzien. Cisplatin wird häufig in einer Konzentration von 
50-75 mg/m2 Körperoberfläche in der Behandlung geschlechtsspezifischer Krebsarten wie 
Ovarial- und Zervix-, aber auch Blasen-, Bronchial- oder Plattenepithelkarzinomen eingesetzt. 
Zu den Nebenwirkungen gehören vor allem Nephro- und Ototoxizität (Wang und Lippard 
2005, Mutschler 2013).  
Paclitaxel 
Taxane werden von verschiedenen Eiben synthetisiert und zählen zu den Mitosehemmstoffen. 
Paclitaxel ist neben Docetaxel ein bekannter Vertreter, welche heutzutage partialsynthetisch 
gewonnen werden. Die Wirkung beruht auf der Bindung an β-Tubulin, einer Funktionseinheit 
der Mikrotubuli, wodurch die Desaggregation des Spindelapparats verhindert wird. Da somit 
keine Kernspindeln entstehen bzw. Spindeln für den Stofftransport nicht mehr abgebaut 
werden können, wird der Zellzyklus in der M- und G2-Phase gestoppt. Paclitaxel wird mit 
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einer üblichen Dosierung von 175 mg/m2 u. a. beim metastasierenden Ovarial- und 
Mammakarzinom sowie Melanomen angewandt (Mutschler 2013). 
Topotecan 
Als Topoisomerasehemmstoff greift Topotecan während der S-Phase in den Zellzyklus ein. 
Topoisomerasen sorgen für eine Entspiralisierung der DNA-Stränge und bereiten somit die 
DNA für die Replikation vor. Während die Topoisomerase I Einzelstrangbrüche verursacht, 
bindet die Topoisomerase II kovalent an beide Stränge der DNA-Helix und spaltet sie 
vorübergehend. Topotecan ist ein Abkömmling des Pflanzenalkaloids Camptothecin. Es 
hemmt die Topoisomerase I, indem es dessen Komplex mit der DNA stabilisiert und folglich 
zu Strangbrüchen führt. Topotecan findet häufig in einer Kombination mit Alkylanzien 
Verwendung in einer üblichen Dosierung von 1,5 mg/m2 zur Therapie von Ovarial- und 
Bronchialkarzinomen (Brogden und Wiseman 1998, Mutschler 2013). 
Bleomycin 
Das Streptomyces-stämmige Glykopeptid ist ein zytostatisch wirkendes Antibiotikum. Durch 
Interkalation in die DNA induziert es unter Bildung freier Radikaler Einzel- und 
Doppelstrangbrüche. Damit ist sein Angriffsort die G2-Phase des Zellzyklus – die DNA-
Polymerase, sowie die Matrizenfunktion der DNA werden gestört. In einer wöchentlichen 
Dosierung von 50-60 mg findet es Verwendung bei Lymphomen und epithelialen Tumoren 
(Dorr 1992, Mutschler 2013).  
Neben den beschriebenen Hauptwirkmechanismen können die Zytostatika noch weitere, auch 
nicht genomische, Reaktionen wie die Entstehung von ROS auslösen, womit auch andere 
Zellstrukturen beeinflusst werden. Cisplatin und Paclitaxel binden bspw. an mitochondriale 
DNA und stören mtDNA-Replikation und Transkription. Häufig werden Immunzellen 
angelockt, die die Zelle in den Zelltod führen, etwa durch die T-Zell-Produktion von 
Interferon  (Tesniere et al. 2010),  oder es werden Zell-Signalwege und Proteinkinasen 
aktiviert. Beispiele im Falle von Cisplatin sind die Aktivierung von „mitogen activated 
protein kinases“ (MAPK), „protein kinase C“ (PKC) sowie des PI3K/AKT-Signalweg (Dasari 
und Tchounwou 2014). 
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8.5 Messmethoden zur Konzentrationsbestimmung von Vitalitätsparametern und 
Hormonen in Kulturüberständen 
Die Messungen wurden am Institut für Klinische Chemie und Laboratoriumsdiagnostik, 
Universitätsklinikum Jena, durchgeführt. 
Glukose 
Der Verbrauch von Glukose ist ein wichtiges Anzeichen der Funktionsfähigkeit des 
Zellstoffwechsels. Hintergrund der Quantifizierung ist die durch Hexokinase katalysierte 
Phosporylierung zu Glukose-6-Phosphat in Anwesenheit von Adenosintriphosphat (ATP) und 
Magnesium mit nachfolgender Oxidierung durch die Glukose-6-Phosphat-Dehydrogenase. 
Das dabei anfallende NADH wird spektrophotometrisch nachgewiesen (Sensitivität: 0,278 
mmol/l). 
Laktat 
Beim Abbau von Glucose über Pyruvat zu Laktat wird ATP frei (Milchsäuregärung). Daher 
lassen Laktatkonzentrationen Rückschlüsse auf den Energiestoffwechsel und somit indirekt 
auf die Zellvitalität zu. Zum Nachweis wird eine enzymatisch katalysierte Reaktion genutzt, 
bei der Laktat durch die Laktatoxidase zu Pyruvat gespalten wird. Hierbei fällt 
Wasserstoffperoxid als Nebenprodukt an, welches in einer zweiten durch eine Peroxidase 
katalysierten Enzymreaktion in Anwesenheit von p Aminoantipyrin und Phenol zu 
Chinonimin umgesetzt wird. Die Intensität des Farbstoffes verläuft proportional zur 
Laktatkonzentration (Sensitivität: 0,17 mmol/l). 
Laktatdehydrogenase (LDH) 
Die LDH katalysiert als Bestandteil der Milchsäuregärung die Oxidation von L-Laktat zu 
Pyruvat. Das Coenzym NAD wird gleichzeitig zu NADH reduziert, welches im Anschluss 
spektrophotometrisch nachgewiesen wird (Sensitivität:  ≤ 30 U/l). 
β-hCG 
Die Bestimmung der Hormonkonzentration beruht auf einem Chemilumineszenz-
Mikropartikelimmunoassay, einer Methode den Antigen-Antikörper-Komplex in ein 
chemilumineszentes Signal zu übertragen. Die Proben wurden mit anti-β-HCG-beschichteten 
paramagnetischen Mikropartikeln versetzt, die Bindungsstellen für das nachzuweisende ß-
hCG darstellen. Nach Waschen folgte die Zugabe eines anti-β-hCG-Akridinium-gekoppelten 
Konjugates, an welches ebenfalls β-hCG bindet. Die abschließende 
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Chemilumineszenzreaktion wird durch Triggerlösungen hervorgerufen und in relativen 
Lichteinheiten (RLE) gemessen (Sensitivität: ≤ 1,2 mIU/ml). 
 
Estradiol 
Grundlage hierfür ist ein Elektrochemilumineszenz-Immunoassay, bei dem ein für Estradiol 
spezifischer Biotin-gekoppelten-Antikörper eingesetzt wird. Nach Bildung der 
Immunkomplexe sättigt ein ruthenyliertes Estradiol-Derivat die noch freien Bindungsstellen 
des biotinylierten Antikörpers ab. Streptavidin-beschichtete, paramagnetische Mikropartikel 
docken an die Biotin-Bindungsstellen, wodurch eine Fixierung an die Festphase erreicht wird. 
In einer Messzelle werden die paramagnetischen Mikropartikel über eine magnetische 
Anziehung auf die Elektrodenoberfläche fixiert. Das Anlegen von Spannung erzeugt die 
Chemilumineszenz, die mit einem Photomultiplier gemessen und automatisiert über eine 
Zwei-Punkt-Kalibrierung sowie eine vorliegende Masterkurve ausgewertet wird (Sensitivität:  
44 pmol/L). 
Progesteron 
Die Bestimmung des Progesterons erfolgte ebenfalls auf Basis eines 
Elektrochemilumineszenz-Immunoassays. Neben einem Biotin-gekoppelten Antikörper, der 
gegen Progesteron gerichtet ist, und einem mit Ruthenium markierten Progesteronderivat 
wurden die Proben mit Danazol versetzt. Die Zugabe von Danazol diente der Freisetzung von 
Progesteron. Das Progesteron aus der Probe konkurriert mit dem Ruthenium-Komplex 
markierten Progesteronderivaten um die Antikörperbindungsstelle, sodass sich der Anteil an 
gebundenem Progesteronderivat umgekehrt proportional zur Probenkonzentration verhält. 
Streptavidin-beschichtete Mikropartikel fixieren über die Bindung mit Biotin die 
Immunokomplexe an der Festplatte. Das weitere Prozedere sowie die Auswertung erfolgte 
analog zu der des Estradiols (Sensitivität: 0.48 nmol/L). 
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8.6 Histologische Färbungen von Trophoblastsphäroiden 
 
Abb. 1a:  Histologische-/Immunhistologische Färbungen von Trophoblast-Sphäroiden  
Nach Inkubation mit Bleomycin (K1) wurden die Sphäroide Formalin-fixiert und in Paraffin 
eingebettet. Für die Färbungen wurden 4 m dicke Schnitte angefertigt. Maßstab = 100 m. 
Eine aussagefähige histologische sowie immunhistologische Analyse der Sphäroide gebildet 
aus HTR8/SVneo- und JEG-3 Zellen war aufgrund methodischer Schwierigkeiten nicht 
möglich. Die Schnitte wiesen nur vereinzelt sphäroidale Strukturen auf (s. Abb. 1a). Vor 
allem bei HTR8/SVneo-Sphäroiden konnten lediglich vereinzelte Zelltrümmer nachgewiesen 
werden. Dies wird auf eine starke morphologische Schädigung zurückgeführt, sodass die 
Sphäroide spätestens beim Vorgang der Fixierung in einzelne Zellhaufen zerfielen.  
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8.7 Curriculum Vitae 
Aus datenschutzrechtlichen Gründen wird der Lebenslauf in diesem Exemplar nicht 
aufgeführt.  
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